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La mitocondria es un orgánulo clave en la ejecución de numerosas funciones celulares, 
destacando entre ellas la síntesis de energía química en forma de ATP por el sistema de 
fosforilación oxidativa (OXPHOS). Alteraciones funcionales de este sistema provocan las 
denominadas patologías mitocondriales OXPHOS. La mitocondria posee su propio genoma 
(ADNmt), que en mamíferos codifica tan solo 13 proteínas de las aproximadamente 1500 que 
conforman el proteoma mitocondrial, el resto están codificadas en el ADNn. En la actualidad, 
existe un número importante tanto de proteínas mitocondriales no caracterizadas como de 
patologías mitocondriales en las que se desconoce el gen afectado. Ello dificulta enormemente el 
diagnóstico genético de pacientes y la comprensión del mecanismo molecular de muchas patologías 
mitocondriales.  
Estudios previos en nuestro laboratorio revelaron que genes esenciales para la función 
OXPHOS y altamente conservados (mt-Tfb1, GatC, Pol- y Coa3) están codificados sobre ARNm 
bicistrónicos en Drosophila, sugiriendo lo que podía ser una tendencia en la organización de genes 
mitocondriales de este organismo. Por tanto, su rastreo podría utilizarse como herramienta para 
identificar genes mitocondriales evolutivamente conservados no descritos.  
El trabajo de esta Tesis Doctoral refuerza la observación anterior identificando un nuevo gen 
implicado en la función OXPHOS no descrito previamente y describe una enfermedad humana 
provocada por una mutación en el ortólogo de un gen codificado en un bicistrón en Drosophila. Así, 
hemos caracterizado la primera mutación patogénica en la subunidad GatC de la enzima 
heterotrimérica glutamil-ARNtGln-mt amidotransferasa (GatCAB) en un paciente con 
cardiomiopatía y acidosis láctica. GatCAB participa en la síntesis del Gln-ARNtGln-mt como 
respuesta a la ausencia de una glutaminil-ARNt-mt sintetasa (QARS2). Los fibroblastos derivados 
del paciente mostraron que una reducción en los niveles de GATC provoca una caída del resto de 
proteínas que conforman la enzima, GATA y GATB. Además, confirmamos que la disminución de 
estas subunidades provoca un grave defecto en la traducción de las proteínas codificadas en el 
ADNmt, corroborando la funcionalidad de la vía de transamidación en la mitocondria humana.  
Por otro lado, el rastreo de genes candidatos a participar en la función OXPHOS mediante el 
análisis de los ARNm bicistrónicos de Drosophila nos ha permitido identificar y caracterizar 
parcialmente la proteína C6orf203, una proteína localizada en la matriz mitocondrial de 19 kDa. Su 
caracterización funcional mediante el uso del sistema de edición genómica CRISPR/Cas9 nos ha 
permitido concluir que participa en el proceso de traducción mitocondrial, formando parte de 
complejos macromoleculares de más de 1000 kDa. 
En conclusión, en este trabajo hemos avanzado tanto en la caracterización de un gen asociado 
por primera vez a patología mitocondrial humana como en la identificación y caracterización de 
una nueva proteína mitocondrial implicada en la función OXPHOS. 
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Mitochondria are essential organelles for numerous cellular processes, highlighting their role in 
the production of energy supply in the form of ATP in a process known as oxidative 
phosphorylation (OXPHOS). The OXPHOS system deficiencies lead to mitochondrial diseases. 
Mitochondria possess their own genome (mtDNA) which in mammals encodes only 13 proteins, 
the remaining  ̴1500 proteins that comprise the mammalian proteome are encoded by nDNA. At 
present, there are both a significant number of uncharacterized mitochondrial proteins and 
mitochondrial diseases in which the affected gene is unknown, making it difficult to diagnose 
patients and to comprehend these disease mechanisms.  
Our previous studies revealed that highly conserved essential genes for the OXPHOS function 
(mt-Tfb1, GatC, Pol- and Coa3) are encoded by bicistronic mRNAs in Drosophila, suggesting a 
tendency for mitochondrial genes to be organized in these particular mRNAs in this organism. 
Thereby, it could be employed as a tool for identifying evolutionary conserved non-described 
genes.  
This thesis reinforces the previous observation, identifying a new and previously undescribed 
gene involved in OXPHOS function, as well as describes a novel mutation in a human orthologue 
of a gene encoded by a bicistronic mRNA in Drosophila. Thus, we characterized the first pathogenic 
mutation in the GatC subunit of the heterotrimeric enzyme glutamyl-tRNAGln amidotransferase 
(GatCAB) in a patient presented with severe cardiomyopathy and lactic acidosis. GatCAB 
participates in the synthesis of Gln-tRNAGln in response to the absence of a mitochondrial 
glutaminyl-tRNA synthetase (QARS2). Patient-derived fibroblasts showed that a reduction in the 
steady-state levels of GATC leads to a decrease in the rest of the subunits that constitute the 
enzyme, GATA and GATB. We also demonstrate that a reduction of these subunits causes a 
severe mitochondrial protein translation system defect, corroborating the functional role of the 
transamidation route in human mitochondria.  
On the other hand, the analysis of candidate genes to participate in the OXPHOS function 
encoded in biscitronic mRNAS in Drosophila, allowed us to identify and partially characterized 
C6orf203, a 19 kDa protein localized in the mitochondrial matrix. Its functional characterization 
using the genomic editing CRISPR/Cas9 system allowed us to conclude that C6orf203 participates 
in the mitochondrial translation system and forms high-molecular-weight complexes above 1000 
kDa.  
In conclusion, during this study we have made progress both in the characterization of a gene 
linked, for the first time, to human mitochondrial pathology and in the identification and 
characterization of a novel protein involved in the mitochondrial OXPHOS function. 
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1D-BN-PAGE Primera dimensión de la electroforesis nativa azul en geles de 
poliacrilamida (Blue Native gel electrophoresis) 
2D-BN/SDS-PAGE Segunda dimensión en condiciones desnaturalizantes de la 
electroforesis nativa azul 
Aa     Aminoácido 
aa-ARNt    ARNt aminoacilado   
ADNc    ADN complementario 
ADNg    ADN genómico 
ADNmt    ADN mitocondrial 
ADNn    ADN nuclear  
ARNcr    ARN CRISPR 
ARNg    ARN guía 
ARNr     ARN ribosómico 
ARNt    ARN de transferencia  
ARNm   ARN mensajero 
ARNsi    ARN pequeño de interferencia o ARN de silenciamiento 
ARNtracr   Transactivador de ARNcr 
ARS     Aminoacil-ARNt sintetasa 
ARS2     Aminoacil-ARNt sintetasa mitocondrial 
ATP     Adenosín trifosfato 
BioID   Identificación de biotina dependiente de la proximidad (proximity-
dependent biotin identification) 
BSA     Albúmina de suero bovino  
Cas9     Proteína 9 asociada a CRISPR (CRISPR associated protein 9)  
Cas9n    Proteína 9 asociada a CRISPR nickasa  
Cf     Cloranfenicol 
CI  Complejo I o NADH deshidrogenasa:ubiquinona oxidorreductasa 
CII     Complejo II o succinato:ubiquinona oxidorreductasa 
CIII     Complejo III o ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa 
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CIV     Complejo IV o citocromo c oxidasa 
CV     Complejo V o ATP sintasa 
CoQ     Coenzima Q10 o ubiquinona 
COX     Citocromo c oxidasa 
CR     Cadena respiratoria  
CRISPR  Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente 
espaciadas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) 
CS     Citrato sintasa 
DCPIP    Diclorofenol Indofenol 
DHODH    Dihidroorotato dehidrogenasa 
DMEM    Medio Eagle modificado por Dulbecco 
DNTB    Ácido 5-5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico  
DSB     Corte de doble cadena (Double Strand Break) 
EARS2    Glutamil-ARNt sintetasa mitocondrial 
EDTA    Ácido etilendiaminotetracético 
EF     Factor de elongación de la traducción  
EGFP  Proteína fluorescente verde mejorada (Enhanced Green Fluorescent 
Protein) 
FAD+    Flavín adenín dinucleótido, oxidado  
FADH2   Flavín adenín dinucleótido, reducido  
FBS     Suero fetal bovino 
FCCP     Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona 
GatCAB    Glutamil-ARNtGln amidotransferasa 
Gln o Q    Glutamina 
Glu o E    Ácido glutámico  
HEK293T  Células embrionarias de riñón humano que contienen el antígeno T 
grande del virus SV40 
HDR   Reparación por recombinación homóloga (Homology Directed Repair) 
HSP   Promotor de la cadena pesada del ADNmt (Heavy Strand Promoter) 
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IP    Inmunoprecipitación  
IRES  Secuencia interna de iniciación del ribosoma (internal ribosome entry 
site) 
IF     Factor de iniciación de la traducción  
kDa     KiloDalton  
KO     Knockout 
LC-MS  Cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas 
(Liquid Chromatografy – Mass Spectrometry) 
LSP  Promotor de la cadena ligera del ADNmt (Light Strand Promoter) 
LSU     Subunidad mayor del ribosoma mitocondrial 
MEM     Membrana externa mitocondrial 
NHDF    Normal Human Dermal Fibroblasts 
MIM     Membrana interna mitocondrial 
MIMP o ΔΨ    Potencial de membrana interna mitocondrial 
MRPLs   Proteínas de la subunidad mayor del ribosoma mitocondrial 
MRPSs  Proteínas de la subunidad menor del ribosoma mitocondrial 
MS     Espectrometría de masas (Mass Spectrometry) 
NAD+    Nicotinamida adenina dinucleótido, oxidado  
NADH    Nicotinamida adenina dinucleótido, reducido 
NHEJ  Mecanismo de unión de extremos no homólogos (non-homologous end 
joining) 
ORF     Marco abierto de lectura (open reading frame) 
OH     Origen de replicación de la cadena pesada del ADNmt  
OL     Origen de replicación de la cadena ligera del ADNmt  
OXPHOS    Fosforilación oxidativa  
 
P     Sedimento o pellet 
Pb     Pares de bases 
PAM     Motivo adyacente al protoespaciador (protospacer adjacent motif) 
PBS     Tampón fosfato salino  
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PCR     Reacción en cadena de la polimerasa  
PMSF    Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PhenylMethylSulfonyl Fluoride) 
QARS    Glutaminil-ARNt sintetasa  
ROS     Especies reactivas del oxígeno (Reactive Oxygen Species) 
SDS-PAGE    Electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS 
SN     Sobrenadante 
SSU     Subunidad menor del ribosoma mitocondrial 
TBS     Tampón tris salino  (tris buffer saline) 
TBS-T    Tampón TBS suplementado con Tween 20 
TIM  Translocasa de membrana interna mitocondrial (Translocase of the Inner 
Membrane)  
TMRE     Tetrametilrodamina etil ester perclorato 
TOM  Translocasa de membrana mitocondrial externa (Translocase of the 
Outer Membrane) 
UTR Región ni traducida (Untranslated region)  
WB     Western blot 
WT     Fenotipo o genotipo silvestre (wild-type) 
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1. La mitocondria 
1.1. Estructura, morfología y dinámica mitocondrial 
Las mitocondrias son orgánulos subcelulares que poseen su propio genoma (ADNmt) y están 
presentes en prácticamente la totalidad de las células eucariotas. Estos orgánulos están rodeados 
por una doble membrana: la membrana externa mitocondrial (MEM) y la membrana interna 
mitocondrial (MIM), las cuales delimitan dos compartimentos claramente diferenciados: la matriz 
mitocondrial, situada en el interior de la MIM y el espacio intermembrana, localizado entre ambas 
membranas (Figura 1).  
 
Figura 1. Representación esquemática 
de la estructura mitocondrial. MEM: 
membrana externa mitocondrial. MIM: 
membrana interna mitocondrial. OXPHOS: 
fosforilación oxidativa. 
  
 
La MEM, que separa el orgánulo del citoplasma, es una bicapa lipídica similar a la membrana 
plasmática que permite el paso de pequeñas moléculas e iones, mayoritariamente a través de los 
canales iónicos VDAC1. Esta membrana también cuenta con los sistemas de translocasas TOM, 
que participan en la regulación del tránsito de las proteínas mitocondriales sintetizadas en el citosol,  
y TOB/SAM que facilita la inserción de las proteínas con estructura de barril beta en la MEM2,3. La 
MIM, por su parte, tiene una restricción mayor al paso de moléculas debido a su mayor contenido 
en proteínas y fosfolípidos como la cardiolipina. Por ello, se necesita la presencia de 
transportadores específicos, como el complejo TIM22/TIM23, que permite el transporte de las 
proteínas a la matriz4, así como proteínas implicadas en su correcto plegamiento y localización en la 
MIM como son MIA40 y OXA13,5. Además, la MIM se encuentra plegada sobre sí misma 
formando unas invaginaciones hacia el interior de la matriz conocidas como crestas mitocondriales. 
Estas crestas incrementan muy significativamente la superficie de la MIM, generando así un 
aumento en su capacidad funcional, puesto que el sistema de respiración celular del que se hablará 
más adelante se encuentra en la MIM6. La proteína OPA1 y el complejo proteico MICOS 
(mitochondrial contact site) son cruciales en la dinámica de estas crestas7,8, cuyo número y forma 
depende del tipo celular al que pertenecen y de la demanda energética del tejido6.  
Las mitocondrias se encuentran en constante cambio y su morfología, distribución y actividad se 
regulan mediante continuos eventos de fusión y fisión de las membranas mitocondriales. Los 
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primeros están mediados por proteínas como las mitofusinas MFN1 y MFN2 y la proteína OPA1, 
y los segundos están mediados por proteínas como DRP1. Gracias a esta dinámica activa las 
mitocondrias pueden presentarse como estructuras ovoides independientes o alargadas formando 
una red. La morfología mitocondrial, fragmentada o tubular, está relacionada con su capacidad 
metabólica, la producción de ROS y su capacidad para inducir apoptosis9, siendo la primera 
funcionalmente menos activa. A su vez, evidencias recientes determinan que la distribución 
mitocondrial dentro de las células, particularmente la distancia que tienen al núcleo, puede alterar la 
respuesta transcripcional de su genoma10. 
Además, las mitocondrias se encuentran en contacto directo con el citoesqueleto11,12 y otros 
orgánulos celulares, siendo muy importante el contacto de esta organela con el retículo 
endoplásmico para numerosos procesos celulares, como la homeostasis del calcio y la apoptosis13,14. 
También se ha demostrado que establece vías de comunicación con el núcleo (respuesta retrógrada) 
para adaptar la respuesta celular a diferentes situaciones celulares, como son la proliferación, la 
diferenciación y la respuesta a estrés15,16. 
1.2. Funciones de la mitocondria 
La mitocondria es un orgánulo fundamental en el metabolismo celular ya que en su interior 
tienen lugar numerosos procesos metabólicos esenciales, o parte de ellos, como el ciclo de Krebs, 
la β-oxidación de los ácidos grasos y la síntesis del grupo hemo, fosfolípidos, pirimidinas y 
proteínas hierro-azufre (Fe/S)17. A su vez, este orgánulo participa en procesos tan importantes 
como son la muerte celular programada o apoptosis18, la homeostasis del calcio19 y la producción de 
especies reactivas del oxígeno (ROS, reactive oxygen species)20. Sin embargo, la generación de energía 
química en forma de ATP mediante el sistema de fosforilación oxidativa (OXPHOS, Oxidative 
Phosphorylation) ha sido la función mitocondrial que ha destacado a lo largo de los años desde su 
descubrimiento en los años 20 por Keilin y Warburg21, ya que esta energía se requiere para la 
inmensa mayoría de los procesos fisiológicos de la célula. 
1.2.1. Sistema de fosforilación oxidativa (OXPHOS) 
La mayor parte del ATP celular es producido en la mitocondria por el sistema OXPHOS, el cual 
se localiza en la MIM. Este sistema está constituido por el complejo ATP sintasa (complejo V, CV) 
junto con la cadena transportadora de electrones o cadena respiratoria (CR), la cual está compuesta 
por cuatro complejos enzimáticos multiheteroméricos: la NADH deshidrogenasa:ubiquinona 
oxidorreductasa (complejo I, CI), la succinato:ubiquinona oxidorreductasa (complejo II, CII), la 
ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa (complejo III, CIII) y la citocromo c oxidasa (complejo IV, 
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CIV). Además participan dos transportadores de electrones adicionales, la ubiquinona (coenzima 
Q, CoQ) y el citocromo c (Citc), ambos localizados también en la MIM. 
Tras el catabolismo de los ácidos grasos y carbohidratos, su energía se almacena en los 
cofactores reducidos NADH+H+ y FADH2, los cuales ceden sus electrones al CI y al CII de la CR 
respectivamente. A continuación, estos electrones se transfieren a la CoQ que, una vez reducida a 
ubiquinol (CoQH2), los transfiere al complejo III y éste al citocormo c. Finalmente, se produce la 
reducción del oxígeno molecular (O2) a agua (H2O) gracias a la oxidación del citocromo c a través 
del complejo IV22,23. La CoQ es reducida también tanto por la enzima glicerol-3-fosfato 
deshidrogenasa, implicada en el metabolismo de lípidos24, como por la proteína ETF:QO (electron 
transfer flavoprotein:ubiquinone oxidoreductase), que transfiere electrones procedentes de la β-oxidación y 
del catabolismo de aminoácidos25. La CoQ además recibe electrones de la dihidroorotato 
dehidrogenasa (DHODH), proteína esencial en la síntesis de pirimidinas de novo24 (Figura 2). 
 
Figura 2. Esquema del sistema de fosforilación oxidativa (OXPHOS). En naranja los complejos 
clásicos del sistema OXPHOS (CI-CIV, junto con la ATP sintasa o CV). En su interior se destacan las 
subunidades codificadas por el ADNmt con el mismo código de colores que la Figura 3. Los cofactores 
reducidos NADH+H+ y FADH2, provenientes del catabolismo de los nutrientes celulares, se oxidan y 
ceden sus electrones (e-) a los complejos I y II respectivamente. Los electrones fluyen por la cadena de 
transporte electrónico hasta finalmente llegar al O2 y formar H2O. El gradiente de protones (H+) generado 
es utilizado por el complejo V, ATP sintasa, para la síntesis de ATP. DHODH: Dihidroorotato 
deshidrogenasa. DHO: dihidroorotato. ETFDH: electron transfer flavoprotein:ubiquinone oxidoreductase. CoQ: 
Ubiquinona. CitC: citocromo C. G3PDH: glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial. G3P: glicerol-3-
fosfato. DhaP: dihidroxiacetona fosfato. 
El flujo de electrones a través de la CR está acoplado a un bombeo de protones (H+) desde la 
matriz mitocondrial al espacio intermembrana a través de los complejos I, III y IV. Dicho bombeo 
genera un gradiente electroquímico a ambos lados de la MIM26 (MIMP o Ψm, potencial de 
membrana interna mitocondrial). La energía acumulada en este gradiente es utilizada finalmente 
por la ATP sintasa para generar ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico (Pi) acoplado al paso de 
los protones hacia la matriz mitocondrial. Esta reacción es reversible y, en situaciones de 
 Introducción  
 
38 
 
despolarización mitocondrial, la ATP sintasa puede mantener el gradiente de H+ a expensas de la 
hidrólisis de ATP27. El ATP sintetizado por el sistema OXPHOS se intercambia por ADP 
citosólico a través del transportador de nucleótidos de adenina (ANT, adenine nucleotide translocator) 
localizado también en la MIM. 
El sistema OXPHOS lleva asociado la formación de ROS, que se producen por un desvío 
prematuro de electrones al oxígeno desde los complejos I y III28,29. Este grupo de moléculas 
derivadas del oxígeno (anión superóxido, O2
-, y su derivado peróxido de hidrógeno, H2O2) pueden 
oxidar otras moléculas, siendo tóxicas para la célula en elevadas concentraciones. Generalmente, 
una disfunción en la CR está asociada con un aumento en los ROS mitocondriales, aunque en 
condiciones fisiológicas son importantes moléculas señalizadoras implicadas en una gran variedad 
de respuestas celulares30. 
Cada vez son más las evidencias que sugieren que los complejos de la cadena respiratoria se 
organizan siguiendo el denominado “modelo de plasticidad”. De acuerdo a este modelo, los 
complejos se encuentran en equilibrio dinámico, pasando de estructuras individuales a asociarse en 
forma de supercomplejos o respirasomas31,32, habiéndose demostrado que estas estructuras tienen 
un papel fisiológico in vivo33. La formación de los supercomplejos presentarían la ventaja de 
transmitir los electrones más eficazmente, limitando así la producción de ROS34. Asimismo, se ha 
propuesto que podría conferir estabilidad al complejo I35 además de mediar en la adaptación 
metabólica celular33.  
Se han descrito diferentes combinaciones de supercomplejos en mamíferos, I+III2, I+IV, III2-
IV1-2, I+III2+IV1-4
36–41, y, aunque la asociación del complejo II a otros complejos de la CR también 
se ha propuesto32,42, existe mayoritariamente de forma libre31,35. Por su parte, el complejo V no se 
ha encontrado formando parte de los supercomplejos pero forma homodímeros que facilitan el 
plegamiento de la MIM y la formación de las crestas mitocondriales43,44.  
El sistema OXPHOS, además, es único, en el sentido de que es uno de los pocos procesos en 
células eucariotas que requiere de componentes codificados en dos genomas diferentes: el ADN 
mitocondrial y el ADN nuclear.  
2. Estructura y metabolismo del genoma mitocondrial 
2.1. Estructura del ADN mitocondrial  
De acuerdo a la teoría endosimbionte, las mitocondrias se originaron a partir de α-
proteobacterias que fueron incorporadas a una célula eucariota ancestral y que han ido 
evolucionando como endosimbiontes a lo largo de miles de millones de años45. Las mitocondrias 
mantienen ciertas características de su ancestro bacteriano, como es el hecho de poseer su propio 
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material genético o ADN mitocondrial (ADNmt), descrito por primera vez en células de embrión 
de pollo en los años 6046. 
El ADNmt varía considerablemente entre los diferentes organismos, tanto en su tamaño (de las 
6 kilobases que presenta el parásito humano Plasmodium falciparum hasta las cerca de 400 kilobases 
en la planta Arabidopsis thaliana), como en su forma (linear o circular), como en su contenido 
génico47. En este apartado se describirá la organización del ADNmt humano. 
El genoma mitocondrial humano es una pequeña molécula de ADN circular bicatenario de 
16569 pares de bases48,49. Las dos hebras de ADNmt difieren en la composición de sus bases, 
siendo una de ellas más rica en guaninas, lo que genera diferente movilidad en gradientes 
desnaturalizantes de cloruro de cesio50, por lo que reciben el nombre de cadena pesada (H, heavy) y 
cadena ligera (L, light).  
El ADNmt humano contiene únicamente 37 genes, encontrándose la mayor parte de ellos, 28, 
en la cadena pesada. Estos genes codifican 13 subunidades estructurales de los complejos del 
sistema OXPHOS, de un total de aproximadamente 90. 
Ninguna de ellas pertenece al complejo II, siete 
pertenecen al complejo I (ND1, ND2, ND3, ND4, 
ND4L, ND5 y ND6), una al complejo III (Citocromo b), 
tres al complejo IV (COX1, COX2 y COX3) y dos al 
complejo V (ATP6 y ATP8). El resto de las proteínas que 
constituyen el sistema OXPHOS son traducidas en los 
ribosomas citosólicos e importadas a la mitocondria 
donde se ensamblan para formar los distintos complejos51. 
El ADNmt también codifica dos ARN ribosómicos (12S 
y 16S ARNr-mt) y veintidós ARN de transferencia (ARNt-
mt) necesarios para el correcto funcionamiento del sistema 
de traducción mitocondrial52. Más allá de estos genes 
clásicos, en los últimos años se han descrito pequeñas 
pautas abiertas de lectura (ORFs, open reading frames) en el 
ADNmt que codifican polipéptidos con funciones 
señalizadoras, como son: la humanina53, MOTS-c 
(mitochondrial open reading frame of the 12S rRNA -c)54 y SHLPs(small humanin-like peptide)55 (Figura 3). 
La estructura del ADNmt es extraordinariamente compacta, de tal manera que los genes no 
poseen intrones ni regiones 5’ o 3’ no traducidas (UTRs, untranslated regions). Además, no hay apenas 
espacios intergénicos, produciéndose incluso un solapamiento entre los genes ND4L/ND4 y 
Figura 3. Representación esquemática 
del ADNmt humano. Las circunferencias 
externa e interna representan la cadena 
pesada y ligera respectivamente. Los 37 
genes codificantes están representados con 
diferentes colores según indica la leyenda. D-
Loop en gris. Se indica el origen de 
replicación y la dirección de síntesis de la 
cadena pesada (OH) y de la cadena ligera 
(OL), así como los promotores a partir de los 
cuales se inicia la transcripción (HSP y LSP).  
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ATP8/ATP6. La mayor región no codificante de este genoma, de alrededor de 1Kb, se denomina 
región de control o D-Loop, donde se sitúan los promotores de la transcripción de cada hebra del 
ADNmt: el promotor de la cadena ligera (LSP) y el promotor de la cadena pesada (HSP). También 
en esta región se localiza el origen de replicación de la cadena pesada (OH) y secuencias reguladoras 
que intervienen en la replicación. Otra región no codificante de este genoma es el origen de 
replicación de la cadena ligera (OL) de apenas 30 nucleótidos
52 (Figura 3).  
Las moléculas de ADNmt se organizan formando unas estructuras denominadas nucleoides, 
que en la actualidad se estima que contienen entre 1 y 2 copias de ADNmt56. Los nucleoides 
también poseen una serie de proteínas, algunas encargadas de su mantenimiento y 
empaquetamiento, como es el caso de TFAM, que es la proteína mayoritaria en los mismos y se 
encuentra recubriendo las moléculas de ADNmt en un ratio de 1 subunidad por cada 16-17 pares 
de bases57. Se piensa que los nucleoides se encuentran unidos a la membrana mitocondrial interna, 
lo que facilitaría su organización, distribución y segregación58,59. 
La genética mitocondrial presenta una serie de características que la distinguen de la genética 
nuclear. El genoma mitocondrial es poliploide, variando el número de copias de cientos a miles por 
célula, pudiéndose dar dos situaciones: aquella en la que todas las moléculas son idénticas 
(homoplasmia) o aquella en la que coexisten dos o más genotipos diferentes (heteroplasmia)60. Otra 
característica del genoma mitocondrial es que las moléculas de ADNmt se replican de manera 
independiente al ciclo celular. Además, se reparten al azar en las células hijas durante la mitosis, 
fenómeno conocido como segregación mitótica. Por último, cabe destacar que esta molécula se 
hereda exclusivamente por vía materna, ya que las mitocondrias procedentes del espermatozoide 
que penetran en el oocito son eliminadas mediante ubiquitinación y posterior proteolisis61, aunque 
se ha descrito un caso esporádico de herencia paterna parcial en el que se detectaron moléculas de 
ADNmt del espermatozoide en el tejido muscular de un individuo62. 
2.2. Expresión del genoma mitocondrial 
La expresión del ADNmt requiere de una serie de procesos vinculados entre sí, que abarcan la 
reparación del ADNmt, su replicación, transcripción y maduración de los ARNmt para que, 
aquellos codificantes de proteínas, finalmente sean traducidos en los ribosomas mitocondriales y 
sus productos se ensamblen para formar los complejos del sistema OXPHOS.  
2.2.1. Replicación del ADNmt  
El ADNmt es sintetizado por la ADN polimerasa γ (POLγ) que en mamíferos es un 
heterotrímero compuesto por una subunidad catalítica (POLγA) de 140 kDa codificada por el gen 
POLG y dos subunidades accesorias de 55 kDa (POLγB) codificadas por el gen POLG2, que 
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aumentan tanto la capacidad catalítica como la procesividad de POLγA52,63. La subunidad catalítica 
presenta actividad 5’→3’ ADN polimerasa y actividad correctora 3’→5’ exonucleasa. Además, 
presenta una actividad 5’-deoxirribosa fosfato liasa, que contribuye a la reparación del ADN por 
escisión de bases64. Es importante destacar que cada vez son más las evidencias que sugieren la 
existencia de más ADN polimerasas mitocondriales que podrían estar implicadas tanto en el 
mecanismo de replicación como en los de reparación, aunque todavía se desconoce la función 
exacta de cada una de ellas65. Tal es el caso de PrimPol, que tiene actividad ADN 
polimerasa/primasa in vitro y se localiza tanto en núcleo como en mitocondria y, aunque in vivo no 
es esencial para el mantenimiento del ADNmt ya que ratones que carecen del gen PrimPol son 
viables, podría estar desempeñando una función más especializada, como la de facilitar la 
progresión de la horquilla de replicación del ADNmt en lesiones o en situaciones de bloqueo de la 
misma66,67. 
En la maquinaria basal de replicación mitocondrial también se encuentran la 5’→3’ ADNmt 
helicasa (TWINKLE) y la proteína de unión a ADN de cadena sencilla (SSBmt)68. La primera es la 
encargada de la ruptura de enlaces de hidrógeno de las dos cadenas de ADNmt, permitiendo la 
acción de POLγ; mientras que la segunda estabiliza y protege las hebras sencillas de ADN, estimula 
la actividad de la helicasa mitocondrial TWINKLE69 y aumenta la procesividad de POLγ70.  
2.2.2. Transcripción del ADNmt 
La maquinaria basal de transcripción mitocondrial está compuesta por una única ARN 
polimerasa monomérica (POLRMT). Para que ésta inicie la transcripción desde los promotores 
HSP o LSP, requiere de la presencia del factor de transcripción B2 (TFB2M) y del factor de 
transcripción A (TFAM), que como ya se ha comentado anteriormente es una de las proteínas 
mitocondriales más abundantes y esencial en la estructura de los nucleoides52. El factor de 
elongación de la transcripción (TEFM), parece actuar como una subunidad accesoria de POLRMT 
que aumenta su procesividad71.  
La transcripción del ADNmt desde los promotores HSP y LSP genera dos tránscritos 
policistrónicos que representan casi la totalidad del genoma mitocondrial y que son procesados por 
cortes endonucleotídicos precisos en los ARNt-mt. De acuerdo a este modelo denominado 
“modelo de puntuación por ARNt”, éstos estarían actuando como señales de reconocimiento para 
las enzimas de procesamiento. La ARNasaP mitocondrial formada por tres subunidades (MRPP1-
3) y ELAC2, se han descrito como las encargadas de actuar sobre el extremo 5’ y 3’ de cada ARNt-
mt respectivamente72. En las regiones donde no existe ARNt entre las ORFs, debe haber un 
mecanismo de procesamiento independiente de ARNt que, aunque se desconoce, evidencias 
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recientes implican a FASTK, FASTKD5 y GRSF1 como factores que interviene en este proceso73–
75.  
2.2.2.1. Procesamiento y modificación de los ARN mitocondriales: importancia de los gránulos de ARN 
De un modo similar a lo que se observa en el citoplasma, los factores encargados de los 
procesos de maduración de los ARNmt en mamíferos se concentran junto con los tránscritos 
recién sintetizados en unas estructuras dinámicas nucleoproteicas no rodeadas por membranas y 
localizadas muy cerca de los nucleoides: los gránulos de ARN mitocondriales73,76. El interés por 
conocer el proteoma de los gránulos de ARN ha dado lugar a la identificación de proteínas 
implicadas en el metabolismo postranscripcional de los ARNmt. Entre ellas destaca GRSF1, 
proteína que interacciona con el complejo ARNasaP-mt  y cuya ausencia produce un defecto en el 
procesamiento de los ARNmt y en la traducción mitocondrial73,76. También se han identificado 
proteínas como FASTK, FASTKD2 y FATKD574,75. 
Asimismo, en los gránulos de ARN mitocondriales se llevan a cabo las últimas modificaciones 
postranscripcionales de los nucleótidos de los ARNr-mt y ARNt-mt. Se ha observado que el ARNr 
12S es metilado gracias a la acción de proteínas como TFB1M77 y NSUN478 y que las 2´-O-ribosa 
metiltransferasas MRM1, MRM2 y MRM3 metilan el ARNr 16S79,80. Recientemente también se ha 
caracterizado RPUSD4, responsable de la pseudouridilación del ARNr 16S81 y localizada en los 
gránulos de ARN mitocondriales. 
En estas regiones de la matriz mitocondrial es donde tiene lugar también la poliadenilación de 
los ARNm-mt que, salvo ND6 que no sufre esta modificación, es importante para la estabilidad de 
los mismos82. 
Igualmente, en estas regiones se han observado muchos factores necesarios para la biogénesis 
de los ribosomas mitocondriales, de los que se hablará en el próximo apartado. Se ha descrito que 
los primeros pasos en el ensamblaje de los mitorribosomas tienen lugar cotranscripcionalmente, de 
tal manera que la incorporación y ensamblaje de las proteínas del ribosoma mitocondrial (MRPs, 
mitochondrial ribosomal proteins) ocurre simultáneamente a las modificaciones postranscripcionales de 
los ARNr-mt83,84. 
Los gránulos de ARN, por tanto, tendrían un papel fundamental en la organización y regulación 
de la expresión génica mitocondrial ya que estarían proporcionando un control espacio-temporal 
del procesamiento de los ARN, su maduración, el ensamblaje de los ribosomas y el inicio de la 
traducción. 
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2.2.3. Traducción del ADNmt 
Uno de los mayores inconvenientes a la hora de analizar el mecanismo de la síntesis de proteínas 
mitocondriales es la ausencia de sistemas de traducción mitocondrial in vitro del mismo modo que 
se ha podido realizar con los sistemas bacterianos85 y citosólicos86. Por este motivo, son aún poco 
conocidos algunos de los factores o mecanismos que participan en la traducción mitocondrial87.  
A pesar de que este sistema conserva cierta similitud con el procariota debido a su origen 
común, el sistema mitocondrial de síntesis de proteínas posee características que difieren tanto del 
sistema bacteriano como del presente en el citoplasma de células eucariotas. En primer lugar, el 
genoma mitocondrial posee un código genético propio, distinto al universal. Además, los ARNm-
mt no poseen regiones 5’ UTR que sirvan de sitio de reconocimiento y entrada de la maquinaria de 
traducción88, ni tampoco poseen la estructura “CAP” 7-metilguanosina en el extremo 5’89, esencial 
para la traducción citoplasmática.   
El principal componente de la maquinaria de traducción mitocondrial son los mitorribosomas 
que, junto con los componentes de la CR, son los únicos elementos celulares constituidos por 
subunidades codificadas tanto en el genoma mitocondrial como en el nuclear. Los mitorribosomas 
tienen un coeficiente de sedimentación de 55S y están constituidos por una subunidad mayor 
(LSU) (39S) y una subunidad menor (SSU) (28S). Estas subunidades contienen el ARNr 16S y 
ARNr 12S respectivamente, y no poseen el ARNr 5S presente en la subunidad mayor de los 
ribosomas procariotas y citosólicos. El resto de las aproximadamente 80 proteínas que componen 
los ribosomas mitocondriales (MRPs) están codificadas en genes nucleares, así como el resto de 
proteínas accesorias necesarias para su biogénesis. Estudios recientes han confirmado que el 
ARNtVal-mt, codificado entre los ARNr-mt (Figura 3), se encuentra formando parte de la estructura 
de la subunidad mayor de los mitorribosomas humanos90 en una posición similar a la que ocupa el 
ARNr 5S en los ribosomas citoplasmáticos y, aunque la función exacta que desempeña en los 
mismos aún no se ha determinado, se piensa que podría participar en dotar de la plasticidad 
estructural necesaria en el ribosoma durante la traducción90.  
La maquinaria de traducción mitocondrial está constituida también por los ARNt codificados en 
el ADNmt, así como por factores de traducción y aminoacil-ARNt sintetasas que, por el contrario, 
están todos ellos codificados en el ADNn.  
Los mitorribosomas ensamblados traducen los ARNm-mt, sintetizando así las 13 proteínas 
mitocondriales que se ensamblan para formar los complejos que constituyen el sistema OXPHOS 
gracias a la participación de los factores de ensamblaje correspondientes. Estas proteínas, altamente 
hidrofóbicas, se van insertando en la MIM a medida que se van traduciendo para reducir la 
probabilidad de que pierdan la estructura adecuada y se agreguen en la matriz mitocondrial. Para 
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facilitar el proceso, los mitorribosomas interaccionan de manera directa con la MIM, lo cual se ha 
corroborado mediante criomicroscopía electrónica en levaduras91. Existen evidencias que sugieren 
que la proteína que media esta unión entre los ribosomas mitocondriales y la MIM es MRPL45, 
aunque OXA1L y MPV17L2 también podrían participar en ello92. 
De manera similar a lo que ocurre en bacterias y en el citoplasma de las células eucariotas, la 
traducción mitocondrial en mamíferos es un proceso de múltiples etapas en las que intervienen: 
dos factores de iniciación de la traducción, IF2-mt y IF3-mt; tres factores de elongación, EFTu-mt, 
EFTs-mt y EFG1; un factor de terminación RF1a-mt y dos factores de reciclaje del ribosoma, 
RRF1-mt y EFG293.  
En la actualidad sigue habiendo un gran debate en cuanto a la terminación de este proceso, ya 
que también se han descrito otros tres factores de terminación homólogos a RF1a-mt: RF1, ICT1 y 
C12orf65. Se ha demostrado que RF1a-mt es el responsable de terminar la traducción en 11 
ARNm-mt que tienen como codones de parada UAA y UAG, pero existe controversia en cómo 
finaliza la traducción de COX1 y ND6. Tradicionalmente, se ha considerado que estos dos ARNm-
mt poseen como codones de parada los “codones no estándar” AGA y AGG48, y se ha propuesto 
en determinados estudios que los citados factores de terminación homólogos a RF1a-mt podrían 
ejercer su función en este caso94. Sin embargo, en el año 2010 Temperley y colaboradores 
demostraron que, al contrario de lo que se creía, en COX1 y ND6 se produce un cambio en la 
pauta de lectura del ribosoma (-1 frameshift), de tal manera que el codón de parada de ambos pasaría 
a ser UGA y, por tanto, la finalización de la traducción de todos los tránscritos mitocondriales 
estaría mediada por RF1a-mt95. Este mecanismo es solo plausible en humanos ya que en la mayoría 
de vertebrados el cambio en la pauta de lectura por parte del mitorribosoma no genera un codón 
de parada93 lo que indica que deben existir otros factores de terminación aún sin identificar. Tras 
conocer la estructura del ribosoma mitocondrial gracias a la criomicroscopía electrónica de alta 
resolución96,97 se ha podido confirmar que ICT1 se encuentra formando parte de la subunidad 
mayor del ribosoma mitocondrial y diferentes estudios sugieren que podría estar ejerciendo una 
actividad ARNt-peptidil hidrolasa en ribosomas parados que no pueden continuar la síntesis por 
estar sobre ARNm-mt truncados antes del codón de parada98,99. 
2.2.3.1. Aminoacilación de los ARNt 
Durante el proceso de síntesis de proteínas, la unión de cada aminoácido a su ARNt 
correspondiente constituye un paso crítico en la fidelidad de la decodificación del mensaje genético. 
Este paso es catalizado por las aminoacil-ARNt sintetasas (ARS) mediante una reacción directa y 
dependiente de ATP. Cada ARS reconoce de manera específica todos los ARNt isoaceptores y los 
carga con el mismo aminoácido, formando un ARNt aminoacilado (aminoacil-ARNt o aa-ARNt) 
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que será el que participe en la traducción accediendo a los ribosomas100. Las ARS mitocondriales se 
denominan ARS2 (VARS2, RARS2, etc.).  
En el citosol eucariota existe una ARS específica para cada uno de los veinte aminoácidos, sin 
embargo, tal y como ocurre en la mayoría de las bacterias101 y en todas las arqueas conocidas102, los 
genomas eucariotas secuenciados hasta la fecha carecen del gen que codifica la glutaminil-ARNt 
sintetasa mitocondrial (QARS2)103. Este hecho apoya la observación de que extractos 
mitocondriales de hígado de ratón no tienen actividad QARS2104. Las ARS mitocondriales son 
codificadas por genes nucleares específicos105, salvo la lisil-ARNt sintetasa (KARS) y la glicil-ARNt 
sintetasa (GARS) que están codificadas cada una en un solo gen que da lugar a una isoforma 
citosólica y otra mitocondrial, bien por splicing alternativo (KARS)106 o bien por un inicio de la 
traducción alternativo (GARS)107. 
Estudios tanto in vitro como in vivo han demostrado que en mitocondrias de mamíferos, del 
mismo modo que ocurre en bacterias y arqueas, la falta de QARS2 es compensada por un 
mecanismo alternativo. Así, la glutamil-ARNt sintetasa mitocondrial (EARS2) reconoce tanto el 
ARNtGlu-mt como el ARNtGln-mt, aminoacilando ambos y generando Glu-ARNtGlu-mt y Glu-
ARNtGln-mt. Seguidamente, un complejo multiproteico denominado glutamil-ARNtGln 
amidotransferasa (GAT), convierte el Glu-ARNtGln en Gln-ARNtGln utilizando el grupo amida 
procedente de la glutamina libre mediante una reacción de transamidación dependiente de ATP 
(Figura 4). Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que esta vía es esencial 
para la biosíntesis de proteínas mitocondriales in vivo en mamíferos108. 
La GAT que ejerce su función en mitocondrias humanas, al igual que en la mayoría de bacterias, 
es la enzima heterotrimérica GatCAB, constituida por tres proteínas: GATA, GATB y GATC, 
codificadas por los genes QRSL1, GATB y GATC respectivamente.  
 
Figura 4. Vía de transamidación mediada por GatCAB. La falta de QARS2 es compensada en dos pasos. 
Primero EARS2 carga con ácido glutámico (Glu) el ARNtGln. A continuación, Glu es amidado por la enzima 
glutamil-ARNt amidotransferasa (GatCAB), en presencia de ATP y un grupo amida procedente de la glutamina libre.  
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GatCAB cataliza tres reacciones secuenciales. 1) En primer lugar, el grupo carboxilo del ácido 
glutámico cargado en el Glu-ARNtGln-mt se fosforila en una reacción dependiente de ATP, 
formando un intermediario activado. Esta reacción es llevada a cabo por GATB, que pertenece a 
una familia de proteínas con actividad quinasa ARNt-dependiente. 2) En segundo lugar, la 
subunidad glutaminasa de esta enzima, GATA, libera amonio (NH4
+) procedente de la glutamina 
libre. 3) Finalmente, GatCAB amida el intermediario activado utilizando el amonio liberado por la 
subunidad glutaminasa para formar el Gln-ARNtGln-mt correctamente aminoacilado109. GATC, es 
una proteína pequeña de aproximadamente 100 aminoácidos que estaría interaccionando con el 
dímero GatAB proporcionando la estructura correcta del enzima110. 
3. Patología mitocondrial OXPHOS 
El término enfermedad mitocondrial OXPHOS se utiliza para denominar a un grupo de 
enfermedades genéticas que se caracterizan por presentar una disfunción del sistema OXPHOS. 
Esta disfunción puede asociarse a mutaciones en las proteínas implicadas en su formación, 
mantenimiento o funcionamiento del mismo, que dificulten la generación de la energía necesaria 
para satisfacer las necesidades de los diferentes tejidos. 
Debido al amplio número de procesos celulares en los que participa la mitocondria, no es de 
extrañar que una disfunción en estos orgánulos pueda causar enfermedades multisistémicas, de 
naturaleza muy heterogénea y con cuadros clínicos muy variados. Sin embargo, son los tejidos y 
órganos de mayor demanda energética, como músculo esquelético, cerebro y corazón, los 
principalmente afectados. La heterogeneidad de estas enfermedades se ve reflejada tanto a nivel 
genético como a nivel clínico, pudiendo distintas mutaciones dar lugar a una misma enfermedad o 
pudiendo una misma mutación originar distintas enfermedades e, incluso, síndromes solapantes. 
Todas estas características dan lugar a un amplio espectro de presentaciones clínicas, entre las que 
se incluyen: miopatías, cardiomiopatías, demencia, ataxia, fallo hepático, disfunción renal, ceguera o 
sordera. Además, estas enfermedades pueden aparecer tanto en la infancia como en la edad adulta. 
Todo ello hace que sea complicado establecer su epidemiología aunque en la actualidad se estima 
que globalmente afectan aproximadamente a 1 de cada 5000 nacimientos, convirtiéndose en los 
errores congénitos del metabolismo más numerosos111. Sin embargo, a título individual las 
patologías mitocondriales son enfermedades raras. 
Por otro lado, aunque las enfermedades mitocondriales tienen una entidad propia, también se ha 
establecido una asociación entre disfunción mitocondrial y condiciones patológicas comunes tales 
como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzehimer, cáncer, diabetes y obesidad112–114. 
Asimismo, se ha observado la gran relevancia de las interacciones de la mitocondria con el retículo 
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endoplásmico en el desarrollo de ciertas enfermedades, como la esclerosis lateral amiotrófica o 
algunas de las enfermedades anteriormente citadas13,115. 
Como ya se ha comentado previamente, el sistema OXPHOS tiene un origen bigenómico. Es 
por ello que estas enfermedades puedan estar causadas por mutaciones tanto en el ADNmt como 
en el ADNn. Se estima que alrededor del 80% de las enfermedades mitocondriales desarrolladas en 
la edad adulta son producidas por mutaciones en el ADNmt, mientras que solo lo son en el 20-
25% de las enfermedades mitocondriales desarrolladas en la infancia111.  
3.1. Mutaciones en el ADN mitocondrial  
Hasta la fecha, se han descrito más de 300 mutaciones patogénicas diferentes en los 37 genes 
codificados en el ADNmt (MITOMAP116), pudiéndose clasificar en cuatro tipos:  
 Mutaciones puntuales en genes codificantes de subunidades estructurales del sistema OXPHOS.  
 Mutaciones puntuales en genes implicados en la síntesis de proteínas (ARNt y ARNr). 
 Reordenamientos del ADNmt, incluyendo deleciones e inserciones del mismo.  
 Depleciones o disminución del número de copias del ADNmt.  
Las mutaciones puntuales suelen ser hereditarias mientras que los reordenamientos suelen 
producirse durante el desarrollo117,118. 
Debido a su alto número de copias, las mutaciones en el ADNmt pueden ser homoplásmicas, 
cuando están presentes en todas las copias del genoma mitocondrial o, lo que sucede más 
frecuentemente, heteroplásmicas, cuando coexisten moléculas mutadas y no mutadas. En este caso, 
es importante el concepto de efecto umbral, que se define como el porcentaje mínimo de 
moléculas portadoras de mutación necesario para que dicha mutación conduzca a una situación de 
enfermedad119. También es importante destacar que el ADNmt tiene una frecuencia de mutación 
de 10 a 17 veces mayor que la del ADNn120 y que se replica de manera continua e independiente al 
ciclo celular, lo que da lugar a una acumulación de mutaciones somáticas a lo largo del tiempo. Por 
esta razón, se detectan de manera bastante frecuente mutaciones en el ADNmt en tumores y en 
individuos de edades avanzadas121,122. 
3.2. Mutaciones en el ADN nuclear  
Aunque cada vez es mayor el número de mutaciones descritas en el ADNn asociadas a patología 
mitocondrial OXPHOS, la gran mayoría de las aproximadamente 1500 proteínas que constituyen el 
proteoma mitocondrial no han sido asociadas a enfermedades humanas. De hecho, hasta la fecha, 
solo se han descrito mutaciones patogénicas en aproximadamente 300 genes, incluyendo los 37 del 
genoma mitocondrial118. Recientemente se han incluido MRM2123, C1QBP124, COX5A125, FDXR126, 
PET117127 y COA3128. 
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A diferencia de las mutaciones localizadas en el ADNmt, las mutaciones en genes nucleares 
presentan diferentes patrones de herencia mendeliana: autosómica dominante, autosómica recesiva 
o ligada al sexo. A grandes rasgos estas mutaciones pueden afectar a129: 
 Subunidades estructurales de los complejos del sistema OXPHOS. Se han descrito 
mutaciones en las subunidades de los cinco complejos. Por ejemplo, NDUFA9(CI)130, SDHA 
(CII)131, UQCRB (CIII)132, COX6B1 (CIV)133 y ATP5A1(CV)134. 
 Factores de ensamblaje de los complejos del sistema OXPHOS. Se han descrito también 
mutaciones en factores de ensamblaje requeridos para la correcta inserción de las subunidades 
dentro de cada complejo. Algunos ejemplos son NDUFAF1 (CI)135, SDHAF1 (CII)136, BCS1L 
(CIII)137, SURF1 (CIV)138 y TMEM70 (CV)139. 
 Factores de mantenimiento y estabilidad del ADNmt. Hasta la fecha se han descrito 
mutaciones patogénicas en 20 genes nucleares que intervienen en estos procesos; un ejemplo 
es el gen que codifica la subunidad catalítica de la ADN polimerasa mitocondrial, POLG, 
donde se encuentran las mutaciones más comunes relacionadas con este tipo de enfermedades 
(alrededor de 300)140,141.  
 Factores que intervienen en la traducción mitocondrial. Ver apartado 3.2.1.  
 Dinámica mitocondrial. Se han descrito mutaciones en genes como OPA1, MFN2 y DRP1142 
pudiendo alterar los procesos de fusión, fisión, movilidad o recambio mitocondrial, los cuales 
son claves para una correcta función OXPHOS.  
 Otros: transportadores de membrana143, metabolismo de fosfolípidos144, biosíntesis 
CoQ145, etc. 
3.2.1. Patología mitocondrial derivada de defectos en la maquinaria de traducción  
Aunque nuestro conocimiento sobre el mecanismo de traducción mitocondrial es aún 
incompleto, las nuevas tecnologías de secuenciación han demostrado que mutaciones en genes 
nucleares que codifican proteínas necesarias para la síntesis fidedigna de las proteínas 
mitocondriales son la mayor causa de enfermedad mitocondrial146,147. Estos fallos en la traducción 
mitocondrial pueden estar causados por: 
 Mutaciones en proteínas ribosomales. Hasta la fecha, solo se han descrito mutaciones en cuatro 
MRPSs (7, 16, 22 y 23) y en tres MRPLs (3, 12 y 44) de las 80 proteínas que conforman el 
mitorribosoma93,148. 
 Mutaciones en genes que codifican proteínas que intervienen en el propio proceso de 
traducción, como son los factores de elongación EFTu-mt149 o EFG1150. 
 Mutaciones en proteínas que modifican los ARNt como es el caso de PUS1, proteína encargada 
de convertir la uridina a pseudouridina en diferentes posiciones de los ARNt -mt151. 
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 Mutaciones en proteínas que intervienen en el procesamiento y/o estabilidad los ARNm-mt, 
como es el caso de ELAC2152. 
 Mutaciones en las aminoacil-ARNt sintetasas mitocondriales (revisado en105). Las enfermedades 
asociadas a mutaciones en genes que codifican las aminoacil-ARNt sintetasas mitocondriales 
están emergiendo como una causa especialmente importante de este tipo de patologías. Desde 
la identificación en 2007 de la primera mutación patogénica en la aspartil-ARNt sintetasa 
(DARS2) en un paciente que cursaba con leucodistrofia153 se han descrito mutaciones en las 19 
ARS2 y, todas ellas, con la excepción de YARS2 y GARS, afectan al sistema nervioso central 
principalmente, aunque en general causan fenotipos muy variables. De hecho se considera que 
son el grupo de enfermedades mitocondriales OXPHOS que presentan mayor variabilidad 
fenotípica junto con las mutaciones en los ARNt-mt154. Además, recientemente se ha 
caracterizado una mutación patogénica en el gen QRSL1 que codifica la subunidad A de la 
glutamil-ARNtGln amidotransferasa (GATA) necesaria para la correcta formación del Gln-
ARNtGln-mt148 como se ha comentado en el apartado anterior.  
En la actualidad, el mayor desafío en este área es la falta de tratamientos efectivos que, hasta la 
fecha, son básicamente sintomáticos111. Para poder aplicar diferentes tratamientos o 
aproximaciones terapéuticas es necesario entender los mecanismos moleculares que conducen a las 
diferentes enfermedades, lo cual, por ejemplo, en el caso de las aminoacil-ARNt sintetasas aún no 
están claros.  
4. Identificación de genes no descritos implicados en la función OXPHOS 
Identificar todas las proteínas que constituyen el proteoma mitocondrial y entender cómo se 
integran en las diferentes vías necesarias para una correcta función es fundamental para entender 
los mecanismos subyacentes a las diferentes funciones biológicas y sus alteraciones. Hace diez años 
Pagliarini y colaboradores establecieron una base de datos constituida por lo que se estimaba el 
85% del proteoma mitocondrial humano y de ratón. Esta base de datos recibe el nombre de 
MitoCarta e incluía 1098 proteínas155. Recientemente ésta ha sido actualizada y ha dado lugar a 
MitoCarta 2.0 en la que se incluyen 1158 proteínas156. A pesar de todos los avances que se han 
realizado durante la última década catalogando el proteoma mitocondrial, la caracterización de 
todas estas proteínas aún no es completa. De hecho, gracias a un estudio reciente se ha estimado 
que alrededor del 20% aún no están caracterizadas funcionalmente157. En este estudio, además, se 
propone una lista actualizada de este proteoma, MitoCarta +, que incluye 1166 proteínas humanas 
con una localización mitocondrial validada.  
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Esta limitación en el conocimiento de los genes implicados en la función OXPHOS ha 
dificultado nuestro entendimiento de la biología mitocondrial básica y, sobre todo, hace que sea 
más complicado entender la naturaleza y la causa de muchas enfermedades mitocondriales. Así, en 
muchos pacientes con enfermedades mitocondriales diagnosticadas bioquímicamente se desconoce 
el gen responsable. De hecho, actualmente se estima que alrededor del 50% de los pacientes con 
enfermedades mitocondriales no tienen un diagnóstico molecular146. Además, otras enfermedades 
se originan por mutaciones en proteínas mitocondriales que no tienen una función conocida, 
haciendo difícil inquirir en el mecanismo molecular de estas enfermedades.  
En la actualidad, se utilizan múltiples estrategias para avanzar en la identificación y 
caracterización de estas proteínas, pudiéndose agrupar en tres grandes aproximaciones: el estudio 
de pacientes, el rastreo sobre sistemas celulares y el desarrollo de algoritmos informáticos. 
Indudablemente, estas estrategias no solo no son excluyentes sino que se complementan. La 
búsqueda de genes responsables de una enfermedad a partir del estudio de pacientes es una de las 
primeras aproximaciones. En este área se incluyen los análisis de los árboles genealógicos y de 
muestras de familiares portadores afectados y no afectados, los ensayos de homocigosidad, el 
rastreo de las regiones de segregación, etc., siendo todas ellas herramientas poderosas para acotar 
primero la región cromosómica y, finalmente, el gen responsable158. La incorporación de nuevas 
tecnologías como el análisis de microarrays, la secuenciación de exomas y el Complexome Profiling 
han abierto también nuevas expectativas para la identificación de genes no descritos159,160 a partir de 
muestras de pacientes. Por otro lado, los sistemas celulares permiten aproximaciones in vivo 
asequibles que pueden, además, trasladarse posteriormente a modelos animales. Así, se han 
realizado aproximaciones de rastreo masivo de genes candidatos utilizando librerías de interferencia 
de ARN, seleccionando aquellos genes cuyo knockdown induce pérdida de la función OXPHOS161 y, 
más recientemente, utilizando librerías de CRISPR/Cas9162. Finalmente, los estudios in silico utilizan 
distintas aproximaciones. Generalmente, se basan en las comparaciones de genes/proteínas de un 
organismo frente a los de otros organismos, o frente a dominios con funciones asignadas o con 
cierta probabilidad de asignarse. En este sentido, hay dos herramientas informáticas que ilustran 
especialmente las posibilidades de los sistemas in silico: la aproximación MAESTRO que integra 8 
criterios de exigencia para proteínas nucleares de destino mitocondrial (método en el que está 
basado MitoCarta163) y Ortho-Profile, que utiliza un algoritmo de rastreo de ortólogos y que ha 
permitido encontrar 181 genes humanos no descritos ortólogos a otros de levadura que codifican 
proteínas mitocondriales164.  
La identificación de nuevos genes servirá para aumentar el conocimiento global en la biología 
mitocondrial básica, permitirá el diagnóstico de los pacientes y ayudará a comprender la 
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patogénesis de muchas enfermedades mitocondriales, lo que es importante tanto para la prevención 
de su transmisión como para la aplicación de un posible tratamiento.  
4.1. Utilización del sistema de edición genómica CRISPR/Cas9 
Una de las aproximaciones más comunes para dilucidar la función específica de un gen es 
neutralizar su función mediante la generación de mutantes. Con este objetivo, en los últimos años 
se han desarrollado una serie de nucleasas que pueden reconocer sitios concretos del genoma a 
través de un dominio de unión a ADN específico de secuencia y un dominio nucleasa no específico 
que escinde el ADN, generando así la ruptura de su doble cadena. Los mecanismos de reparación 
que actúan a continuación generan las inserciones, deleciones o sustituciones en el locus de 
interés165. 
En la última década, se han desarrollo varios sistemas de nucleasas para llevar a cabo esta 
edición genómica, incluyendo las nucleasas de dedos de zinc (ZFN, zinc-finger nucleases) y las 
nucleasas tipo activadores de transcripción (TALEN, transcription activator-like effector nucleases). Más 
recientemente, el sistema CRISPR (repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente 
espaciadas, Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) / Cas9 (proteína 9 asociada a CRISPR, 
CRISPR associated protein 9) se está utilizando como una alternativa a las dos anteriores166. 
El sistema CRISPR/Cas se descubrió en bacterias y arqueas como un sistema inmune 
adaptativo que confiere resistencia frente a determinados virus y plásmidos167. Mediante este 
sistema, el ADN exógeno es procesado por nucleasas Cas en fragmentos de ADN más pequeños 
que son incorporados como espaciadores de una secuencia repetida en tándem (locus CRISPR) 
generando un locus tipo AXBXCX. Estos elementos espaciadores (A, B, C), por tanto, contienen 
secuencias homólogas a los elementos exógenos que, en futuras presentaciones, se transcribirán en 
largos tránscritos primarios que luego serán procesados en una librería de ARNs (ARNcr, ARN 
CRISPR) (AX, BX, CX). Cada uno de ellos contiene un dominio complementario al ADN invasor 
(A, B, C) donde anillará, y otro dominio (X) que será reconocido por otra molécula de ARN 
denominada transactivador de ARNcr (ARNtracr) que será la encargada de reclutar a la nucleasa 
Cas para que lleve a cabo la escisión y eliminación del ADN foráneo168,169.  
El sistema CRISPR/Cas se puede clasificar en tres tipos: I, II y III, en función de la secuencia y 
estructura de la proteína Cas170. En el sistema CRISPR/Cas tipo II participa la proteína Cas9, que 
tiene dos dominios nucleasa: HNH y RuvC. Este sistema, al que a partir de ahora denominaremos 
CRISPR/Cas9, es el que se ha utilizado más ampliamente como herramienta para la edición 
genómica.  
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Para que tenga lugar la escisión del ADN, la secuencia diana reconocida por el sistema CRISPR 
y denominada protoespaciadora ha de ir seguida de otra secuencia corta de nucleótidos que se 
conoce como motivo adyacente al protoespaciador (PAM, protospacer adjacent motif ). Una vez se une 
el complejo a la secuencia protoespaciadora, ambas cadenas del ADN son cortadas por el dominio 
HNH y el dominio RuvC de la proteína Cas9, generándose un corte de doble cadena (DSB, double 
strand break) en el ADN (Figura 5A). 
 
Figura 5. Sistema CRISPR-Cas9 como herramienta para la edición genómica. (A) Representación de la 
proteína Cas9 de Streptococcus Pyogenes unida al ARN guía (ARNg) y a la secuencia diana del genoma. (B) Cas9 puede 
funcionar como nickasa cuando contiene una mutación en el sitio catalítico (D10A) del dominio RuvC. En este caso 
se utilizan dos ARNg que se unen a una distancia próxima en el genoma. (C) El DSB generado desencadena la 
maquinaria de reparación de ADN celular, bien NHEJ o bien HDR si existe un molde complementario a la zona 
editada (representado como rectángulos amarillo y azul). DSB: cortes de doble cadena. NHEJ: reparación por 
recombinación no homóloga HDR: reparación por recombinación homóloga. 
Este sistema está teniendo un gran impacto en el campo de la edición genómica y para 
simplificarlo se ha diseñado un ARN guía (ARNg), que es un ARN quimérico que contiene el 
ARNcr y ARNtracr en una única molécula171. El ARNg en el interior celular junto con la proteína 
Cas9, bien por transfección de plásmidos que los codifiquen o bien por transfección directa de los 
componentes, se unirán a la región del genoma que se desee modificar. El DSB generado 
desencadena la maquinaria de reparación de ADN celular, incluyendo la reparación por 
recombinación no homóloga (NHEJ, non-homologous end joining) o la reparación por recombinación 
homóloga (HDR, homology directed repair) (Figura5C). En este último caso se requiere de un molde o 
donador de la zona a editar. Mediante NHEJ se ligan rápidamente los extremos generados por el 
DSB pero se generan pequeñas inserciones o deleciones en las secuencias diana, que permitirán 
modificar el gen de estudio. 
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Por lo general se utiliza la proteína Cas9 de la cepa bacteriana Streptococcus pyogenes la cual requiere 
que la secuencia PAM esté constituida por los nucleótidos NGG, siendo N cualquiera de los cuatro 
nucleótidos.  
Por último, para minimizar la cantidad de cortes indeseados en secuencias fuera de la diana (off-
targets) se han desarrollado las proteínas Cas9 nickasas (Cas9n) que han perdido la capacidad de 
cortar una de las cadenas del ADN, ya que poseen una mutación en uno de sus dominios: p.D10A 
en el dominio RuvC o p.H840A en el dominio HNH. De tal manera que estos cortes (nicks) en las 
posibles secuencias fuera de la diana se repararán eficazmente por el mecanismo de escisión de 
bases (BER, base excision repair) copiando perfectamente la hebra no cortada sin producirse 
alteraciones en la secuencia. Sin embargo, si se emplea la combinación de dos ARNg que se unen 
en el genoma a una distancia no mayor de 100 pares de bases y en cadenas complementarias de la 
región de interés, el corte de Cas9n desencadenará la misma maquinaria de reparación que con los 
DSBs172,173 (Figura 5B), obteniendo por tanto inserciones o deleciones de entre 30 y 100 
nucleótidos del mismo modo que ocurría con la proteína Cas9 salvaje pero habiendo disminuido 
dramáticamente la probabilidad de cortes indeseados.  
4.2. Utilización de Drosophila melanogaster como herramienta para la identificación 
de nuevos genes mitocondriales 
Drosophila posee una molécula de ADNmt similar a la de mamíferos y, aunque tiene una 
organización génica diferente, conserva los mismos elementos responsables de su replicación, 
transcripción, traducción y mantenimiento. Por ello, Drosophila es un modelo de gran utilidad para 
el estudio de la mitocondria tanto en situaciones fisiológicas como patológicas.  
Una de las líneas de trabajo de nuestro laboratorio se ha centrado en la identificación y 
caracterización de distintos aspectos de la maquinaria del metabolismo del ADNmt, utilizando 
D.melanogaster como modelo. Entre ellos se encuentran proteínas como la ADN polimerasa 
mitocondrial (Polγ)174,175, la ADNmt helicasa176, el factor de transcripción mt-Tfb2177 y el factor de 
traducción mt-Tfb1178. 
Durante estos últimos años, hemos descrito cómo los genes PolγB y mt-Tfb1 de Drosophila están 
codificados en ARNm bicistrónicos (Figura 6). Así, el gen PolγB es precedido en el ARNm por el 
gen GatC, que codifica la subunidad C del complejo enzimático GatCAB descrito previamente108. 
Por su parte, el ARNm que codifica mt-Tfb1 contiene en su región 3’ la ORF de la proteína Ccdc56, 
cuyo ortólogo humano es COA3, y que datos de nuestro laboratorio han demostrado que es un 
modulador de la traducción y un factor de ensamblaje del complejo IV de la cadena 
respiratoria179,180.  
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En general, el genoma de Drosophila es inusualmente compacto, siendo habitual el solapamiento 
de las regiones promotoras de genes divergentes181 y de regiones 3’ de genes convergentes. La 
agrupación de genes mitocondriales podría ser una herramienta adicional para esta densa 
organización, aunque los ejemplos anteriormente citados sugieren que podría ser una tendencia. 
Así, el denominado cluster γ-pol es una región de aproximadamente 12 kb que contiene los genes 
PolγA (subunidad catalítica de la ADN polimerasa mitocondrial), PolγB (subunidad accesoria de la 
ADN polimerasa mitocondrial en Drosophila), GatC (subunidad C de GatCAB) y mt-RpS23 
(proteína de la subunidad menor del ribosoma mitocondrial)182. La localización de genes en 
bicistrones podría suponer un escalón adicional a nivel organizativo y si, además, las proteínas que 
codifican participan en procesos funcionalmente relacionados podría implicar una nueva 
herramienta de control de la expresión génica en eucariotas. 
 
Figura 6. Estructura de los pre-ARNm bicistrónicos de Drosophila melanogaster. (A) En D.melanogaster, 
los genes GatC y PolγB se encuentran codificados en un mensajero bicistrónico. El codón de terminación de la 
traducción de GatC se encuentra solapado con el codón de inicio de la traducción de PolγB (AUGA). Este 
ARNm no presenta región 3’ UTR. En gris se representa la región 5’UTR, los rectángulos representan los exones 
y la línea representa un intrón de 54 pb. (B) En D. melanogaster, el gen mt-Tfb1 se encuentra codificado en un 
ARNm bicistrónico junto con Ccdc56. En gris se representan las regiones no codificantes, los rectángulos 
representan los exones y la línea muestra un intrón de 63 pb.  
Así, encontrar en dos ocasiones distintas un gen no descrito anteriormente (GatC y Ccdc56) 
sobre el mensajero de otro (PolγB y mt-Tfb1, respectivamente) y todos ellos implicados en la función 
OXPHOS abre una posibilidad muy interesante en la búsqueda de genes no descritos hasta la 
fecha. Estimaciones in silico sugieren la presencia de pequeñas regiones codificantes próximas al 
extremo 5’ de, al menos, 401 mensajeros de Drosophila pudiendo ser realmente hasta 4561183. De 
ellas, un número significativo acompañan a un gen que codifica proteínas mitocondriales y 
metiltransferasas184. Por ello, uno de los objetivos específicos de esta tesis doctoral es utilizar el 
genoma de D.melanogaster como herramienta para identificar nuevos genes que codifican proteínas 
de destino mitocondrial. 
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Las disfunciones del sistema OXPHOS son responsables de las denominadas patologías 
mitocondriales OXPHOS, que engloban a un grupo muy heterogéneo de enfermedades con 
cuadros clínicos muy variados. Esta variabilidad clínica, el desconocimiento de un gran número de 
los genes responsables y la ausencia de la caracterización funcional de gran parte del proteoma 
mitocondrial, dificulta enormemente el diagnóstico genético y molecular de estas enfermedades. 
 
Por ello, el objetivo general de esta tesis doctoral ha sido identificar y caracterizar nuevas 
proteínas implicadas en la función OXPHOS y asociar sus alteraciones a enfermedades 
mitocondriales humanas.  
 
Este objetivo general se apoya en los siguientes objetivos específicos: 
 
- Utilizar el genoma de D.melanogaster como herramienta para identificar nuevos genes que 
codifican proteínas implicadas en la función OXPHOS.   
 
- Evaluar la patogenicidad de la mutación p.M78R en la proteína GATC, subunidad de la 
enzima glutamil-ARNtGln amidotransferasa mitocondrial. 
 
- Estudiar la función molecular de la proteína candidata a participar en la función OXPHOS, 
C6orf203, mediante la utilización de la tecnología de edición genómica CRISPR/Cas9. 
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1. Materiales 
1.1. Reactivos, soluciones y tampones  
Las soluciones y tampones de uso común empleados en esta tesis doctoral se realizaron de 
acuerdo con las descripciones detalladas en185. La composición de los medios y materiales 
específicos empleados en los distintos experimentos viene detallada y descrita en el apartado de 
Métodos o, en su defecto, en la bibliografía correspondiente. 
1.2. Radioisótopos  
La mezcla de los aminoácidos marcados con radioisótopos L-[35S]-Metionina y L-[35S]-Cisteína 
para el marcaje de las proteínas mitocondriales sintetizadas de novo y la molécula de UTP [α-32P] 
para el marcaje de sondas radiactivas en la realización de Northern blot fueron suministrados por la 
compañía Perkin Elmer (NEG772 y NEG002A100UC). Estos radioisótopos se utilizaron bajo la 
autorización y supervisión del Servicio de Protección Radiológica del Instituto de Investigaciones 
Biomédicas “Alberto Sols”. 
1.3. Líneas celulares 
 Líneas celulares inmortalizadas: 
- Línea celular HEK293T: células embrionarias de riñón humano que contienen el antígeno 
T grande del virus SV40 (SV40 large T antigen). Utilizada para realizar la edición genómica 
de C6orf203 y posterior caracterización. Esta línea fue genéticamente comprobada en el 
Servicio de Genómica del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”.  
- Línea celular HeLa: línea derivada de carcinoma del cuello uterino humano. Utilizada para 
los ensayos de colocalización de C6orf203 con la red mitocondrial.  
- Línea celular 143B: línea derivada de osteosarcoma humano. Utilizada en el experimento de 
Complexome profiling.  
 Líneas celulares primarias: 
- Línea comercial de fibroblastos dérmicos humanos, Normal Human Dermal Fibroblasts 
(NHDF), suministrado por PromoCell (referencia C-12300). 
- Fibroblastos obtenidos a partir de biopsia de piel procedentes de un paciente portador de 
una mutación en el gen GATC (H.B. Feldman).  
1.4. Cepas Bacterianas 
Para la transformación y amplificación de plásmidos se utilizó la cepa bacteriana de Escherichia 
coli DH5α185. El cultivo de esta cepa se llevó a cabo en medio Luria-Bertani (LB) (1% (p/v) 
triptona, 0,5% (p/v) extracto de levadura y 1% (p/v) NaCl) suplementado con los antibióticos 
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ampicilina (200 μg/ml) o kanamicina (50 μg/ml), en función de la resistencia portadora por el 
vector utilizado. 
1.5. Vectores  
Durante el desarrollo de este trabajo se han utilizado los siguientes vectores de clonaje y 
expresión: 
 pGEMT-Easy: Vector de clonaje de productos de PCR amplificados por polimerasas que 
dejan una adenina (A) en su extremo 3’. Se utilizó para la secuenciación de dichos productos. 
Este vector se obtuvo de Promega.  
 pIRESpuro2: Vector de expresión eucariota bajo el control del promotor de CMV. Contiene 
un sitio interno de entrada del ribosoma (IRES, internal ribosome entry site) entre el sitio múltiple 
de clonaje donde se inserta el gen de interés y el gen de resistencia a puromicina (puromicina 
N-acetyl-transferasa, PAT). Utilizado para la sobreexpresión de C6orf203. Este vector se 
obtuvo de Clontech.  
 pEGFP-N1: Vector de expresión eucariota bajo el control del promotor de CMV que permite 
la generación de proteínas con la proteína verde fluorescente mejorada (EGFP, Enhanced Green 
fluorescent protein) fusionada en su extremo carboxilo terminal. Utilizado en los ensayos de 
localización subcelular de C6orf203. Este vector se obtuvo de Clontech. 
 MCS-BioID2-HA: Vector de expresión eucariota que, bajo el control del promotor CMV, 
permite la generación de proteínas fusionadas en su extremo carboxilo terminal a una biotina 
ligasa humanizada de la bacteria Aquifex aeolicus y mutada en el dominio catalítico (p.R40G) que 
le confiere la capacidad de biotinilar proteínas físicamente próximas (BioID2). Este vector fue 
desarrollado en el laboratorio de  Kyle Roux  y adquirido de Addgene (# 74224)186. 
 pX335-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9n(D10A): Vector de expresión del ARN guía bajo 
el control del promotor U6 y de la proteína humanizada de Streptococcus pyogenes Cas9 (D10A) 
nickasa (Cas9n) bajo el control del promotor híbrido de CMV enhancer/β-actina de pollo (CBh, 
chicken β-actin promoter). Utilizado para la edición genómica de C6orf203. Este plásmido fue 
desarrollado en el laboratorio de Feng Zhang y adquirido de Addgene (#42335)187. 
1.6. Oligonucleótidos 
Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se diseñaron con el programa Oligo Analyzer 
(Integrated DNA technologies) o en el servidor del NCBI (National Center for Biotechnology Information) y 
fueron sintetizados por la empresa Sigma-Aldrich. El liofilizado se resuspendió en agua estéril 
Braun (B.Braun) llevándolo a una concentración de 100 µM. En cada tabla se especifica el nombre 
y la secuencia de los oligonucleótidos sentido (D) y antisentido (R) en dirección 5’→3’. Las 
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correspondientes dianas de restricción se indican en negrita y las modificaciones en las secuencias, 
en caso de haberlas, en color verde.  
1.6.1. Oligonucleótidos utilizados para el diagnóstico mutacional del gen GATC 
Nombre Secuencia 
Lugar de 
anillamiento 
GATC D CCAAGCTTGGAAGAAATGTGGTCGCGGTTG Exón 1 GATC 
GATC R CCGAATTGCTACTTCAGCTGTGTGGGAATG Exón 4 GATC 
1.6.2. Oligonucleótidos utilizados para analizar los niveles de los ARNm de QRSL1, 
GATB y GATC mediante qRT-PCR 
Gen Nombre Secuencia 
Lugar de 
anillamiento 
QRSL1 
hQRSL1_D_qpcr1 CTTGCCTGGCTCCTGTGGTGG Exón 1 
hQRSL1_R_qpcr1 CCGCAGAAACTTCTCGGAGGCT Exón 1 y 2 
hQRSL1_D_qpcr2 GGCTGCGCCCATGTAACATCAC Exón 1 
hQRSL1_R_qpcr2 CCGCAGAAACTTCTCGGAGGCT Exón 1 y 2 
GATB 
hGATB_D_qpcr1 AGTGAGAGTCCTGTCACACCCTCTG Exón 10 y 11 
hGATB_R_qpcr1 TGCCCCCTGGTCCTGCATCA Exón 12 
hGATB_D_qpcr2 TGGAGGCCCATCCTCAAGTGGTAA Exón 12 y 13 
hGATB_R_qpcr2 AGTCGCTTTCCGGACCAACCC Exón 13 
GATC 
hGATC_D_qpcr1 CCAAGGCGGATCCTCAGGGCA Exón 1 y 2 
hGATC_R_qpcr1 CCACAAGCGCTAGACGCTCCA Exón 2 
hGATC_D_qpcr2 CCAAGGCGGATCCTCAGGGCAGT Exón 1 y 2 
hGATC_R_qpcr2 TGTGTCCACGGCGCGTAGC Exón2 
HPRT1 
  HPRT1_D_qpcr1 CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT Exón 1 y 2 
HPRT 1_R_qpcr1 AGACGTTCAGTCCTGTCCATA Exón 2 y 3 
1.6.3. Oligonucleótidos utilizados en la cuantificación del ADNmt mediante PCR 
cuantitativa 
Nombre Secuencia 
12S D CCACGGGAAACAGCAGTGATT 
12S  R CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTG 
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1.6.4. Oligonucleótidos utilizados para el clonaje de C6orf203 en pIRESpuro2 
Nombre Secuencia 
Lugar de 
anillamiento  
C6orf203-Flag D 
AflII 
CATCTTAAGATGGCTATGGCTAGTGTTAA Exón 2 C6orf203 
C6orf203-Flag R 
NotI 
TAGCGGCCGCTTACTTGTCGTCATCGTC
TTTGTAGTCTTTAGACATTCTCTTCT 
Exón 4 C6orf203 
C6orf203 R 
NotI 
GTAGCGGCCGCTTATTTAGACATTCTCTT
CT 
Exón 4 C6orf203 
1.6.5. Oligonucleótidos utilizados para el clonaje de C6orf203 en pEGFP-N1 
Nombre Secuencia 
Lugar de 
anillamiento 
C6orf203-EGFP D 
XhoI 
CCACTCGAGATGGCTATGGCTAGTGTTAAA Exón 2 C6orf203 
C6orf203-EGFP R 
BamHI 
CCAGGATCCTTAGACATTCTCTTCTTAGG Exón 4 C6orf203 
1.6.6. Oligonucleótidos utilizados para el clonaje de C6orf203 en MCS-BioID2-HA 
Nombre Secuencia 
Lugar de 
anillamiento 
BioId-C6orf203 D 
AgeI 
ATACCGGTATGGCTATGGCTAGTGTT Exón 2 C6orf203 
BioId-C6orf203 R 
BamHI 
ATGGATCCTTTAGACATTCTCTTCTTAGG
CA 
Exón 4 C6orf203 
1.6.7. Oligonucleótidos utilizados para amplificar y analizar la región editada de 
C6orf203 mediante el sistema CRISPR/Cas9 
Nombre Secuencia 
Lugar de 
anillamiento 
Ed-C6orf203 D TTCTCACTGAGACTCCCAGG Exón 2 C6orf203 
Ed-C6orf203 R TGGGCCAAGTGATTTGTAATGC Intrón 2 C6orf203 
1.6.8. Oligonucleótidos utilizados para analizar los pseudogenes de C6orf203 
localizados en el cromosoma 6 (Cr6) y cromosoma 21 (Cr21) 
Nombre Secuencia 
Pseudogen C6orf203 Cr6 D CTTCCTGGAATCAGTACTTGTAT 
Pseudogen C6orf203 Cr6 R GATTACAGAAGTGAGCCACC 
Pseudogen C6orf203 Cr21 D CCTGGAATCGATATAGCACTAAG 
Pseudogen C6orf203 Cr21 R TACATTGGATCCAGAAGATCTCC 
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1.6.9. Oligonucleótidos utilizados para la generación de los ARN guía  
Nombre Secuencia 
Pareja 1 CRISPR-C6orf203 D (D1) CACCGCTCACTCATCTCATCATGA 
Pareja 1 CRISPR-C6orf203 R (R1) AAACTCATGATGAGATGAGTGAGC 
Pareja 2 CRISPR-C6orf203 D (D2) CACCGTATGATGTTGTCCTGAAGA 
Pareja 2 CRISPR-C6orf203 R (R2) AAACTCTTCAGGACAACATCATAC 
1.6.10. Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación de C6orf203 en pacientes con 
patología mitocondrial 
Exón 
secuenciado 
Nombre Secuencia 
Tamaño 
amplicón 
(pb) 
Exón 1 
C6orf203-I1 D CAGGGGTCGCTGCTTCGCTG 
780 
C6orf203-I2 R TGGCGTTGGTGTGGGATGAGTG 
Exón 2 
C6orf203-I2 D GTCATGACACTGCACTTGTGAGATA 
610 
C6orf203-I3 R TGGGCCAAGTGATTTGTAATGCTAT 
Exón 3 
C6orf203-I3 D GGGCTTGAGTGTACCCATCACC 
239 
C6orf203-I4 R CAGAGAAAGAAGAGGAGCCAGAGG 
Exón 4 
C6orf203-I4 D TTGCATTGGCCTGGATTTCCCGA 
436 
C6orf203-I5 R TGGATCAAGGTGGGCAGGGGG 
1.6.11. Oligonucleótidos utilizados para la secuenciación de las diferentes 
construcciones 
Nombre Secuencia 
PX335 D GACTATCATATGCTTACCGT 
PX335 R ACCACTTTTTCAAGTTGATA 
Universal D GTAAAACG CGGCCAGTG 
Universal R AGCGGATAACAATTTCACAC 
PIRES T7 D TAATACGACTCACTATAGGG 
PIRES R TTTGAGAGGGAGTACTCAAC 
 
 
 
 Materiales y Métodos 
 
66 
 
1.7. Anticuerpos 
Los anticuerpos primarios y secundarios y sus principales características se detallan en las 
siguientes tablas.  
1.7.1.     Anticuerpos primarios contra proteínas humanas 
Anticuerpo Origen Procedencia, Referencia Dilución Utilidad 
ND1 Conejo Dra. Anne Lombès 1:2000 WB 
NDUFA9 Ratón Abcam, ab14713 1:1000 WB/BN 
SDHA Ratón Abcam, ab14715 1:2000 BN 
UQCRC2 Ratón Abcam, ab14745 1:1000 BN 
COX1 Ratón Abcam, ab14705 1:1000 WB 
COX5A Ratón Abcam, ab110262 1:1000 WB/BN 
ATP5A1 Ratón Abcam, ab14748 1:1000 BN 
Mitoprofile Ratón Abcam, ab110411 1:1000 WB 
MnSOD Conejo Merck Millipore, 06-984 1:1000 WB 
MRPL49 Conejo Proteintech, 15542-1-AP 1:1000 WB 
MRPS22 Conejo Proteintech, 10984-AP 1:1000 WB 
GRSF1 Conejo Sigma-Aldrich, HPA036985 1:1000 WB/IF 
C6orf203 Conejo Abcam, ab151066 1:500 WB/BN 
OPA1 Conejo  Abcam, ab42364 1:1000 WB 
MFN2 Ratón  Abcam, ab56889 1:2000 WB 
NDUFS2 Ratón  Abcam, ab110249 1:5000 WB 
GATA Conejo ThermoFisher, PA5-48981 1:500 WB 
GATB Ratón Abcam, ab55606 1:1000 WB 
GATC Conejo LSBio, LS-C410140 1:1000 WB 
VDAC Conejo Abcam, ab15895 1:4000 WB 
α-tubulina Ratón  Abcam, ab7291 1:5000 WB 
β-actina Ratón  Sigma Aldrich, A5316 1:5000 WB 
Abreviaturas: WB: Western blot; BN: Blue native; IF:Inmunofluorescencia. 
1.7.2.      Anticuerpos secundarios   
Anticuerpo Origen Fabricante, Referencia Dilución 
Anti-IgG de ratón 
HRP 
Cabra Santa Cruz,  sc-516102 1:3000 
Anti-IgG de conejo 
HRP 
Cabra Santa Cruz , sc-2357 1:3000 
Anti-IgG conejo 
Alexa Fluor 546 
Cabra Invitrogen, A11029 1:1000 
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2. Métodos  
2.1. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Las ADN polimerasas utilizadas para las PCR se especifican en el apartado 2.2.2 Para llevar a 
cabo estas reacciones se preparó una mezcla de reacción que contenía los siguientes reactivos a las 
concentraciones finales indicadas: 1X tampón específico de cada ADN polimerasa, 1,5 mM MgCl2, 
0,2 mM de cada 2’-Deoxinucleótido 5’- trifosfato (dNTPs) (BIORON GmbH), 1U de la ADN 
polimerasa correspondiente y 0,25 µM de cada oligonucleótido directo y reverso utilizados 
(apartado1.6). Las condiciones de las PCR fueron: 1 ciclo de 5 minutos a 95ºC, 35 ciclos de: 30 
segundos a 95ºC, 1 minuto a la temperatura de anillamiento óptima para cada pareja de 
oligonucleótidos y 1 minuto/kilobase a amplificar a 72°C, posteriormente un ciclo de 10 minutos a 
72°C. Para ello se utilizó un termociclador modelo GeneAmp® PCR System 2700 (Applied 
Biosystems). Todos los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 
de entre el 1% y el 3,5% en función del tamaño del amplicón. 
2.2. Clonajes 
2.2.1. Síntesis de ADNc a partir de ARNm (Retrotranscripción) 
La retrotranscripción (RT) del ARNm para la obtención del ADNc se realizó utilizando el kit 
Quantitect Reverse Transcription (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
2.2.2. Amplificación de los fragmentos, digestión y ligación  
Las reacciones de PCR para el clonaje de los ADNc en los distintos plásmidos se realizó con el 
kit Expand High Fidelity PCR System (Roche) que contiene una ADN polimerasa que presenta 
actividad correctora. Para el resto de casos, como la comprobación de los clonajes mediante PCR 
de colonias de E.coli se utilizó la ADN polimerasa termorresistente de la casa comercial Biotools. El 
producto obtenido tras la reacción de PCR se analizó mediante electroforesis en geles de agarosa y 
en algunos casos se purificó la banda del gel utilizando el kit QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) 
siguiendo las indicaciones del fabricante. En otros casos el producto de PCR se purificó 
directamente mediante el kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN). 
Las enzimas de restricción necesarias para los clonajes vienen detalladas en el apartado 1.6 y se 
emplearon siguiendo las instrucciones del fabricante (New England Biolabs, Invitrogen, Roche).  
Las reacciones de ligación para el clonaje de los oligonucleótidos de doble cadena que generan 
los ARN guía en el vector PX335 se realizaron con el kit Quick ligation (New England Biolabs). En 
el resto de casos se utilizó la enzima T4 DNA ligasa (New England Biolabs). 
 Materiales y Métodos 
 
68 
 
2.2.3. Transformación bacteriana y purificación de ADN plasmídico  
Tras las ligaciones correspondientes se llevó a cabo la transformación de las bacterias 
competentes E.coli DH5α siguiendo un protocolo estándar basado en un choque térmico a 42ºC185. 
Seguidamente, las bacterias transformadas se sembraron en placas de LB-agar con el antibiótico de 
resistencia correspondiente y se crecieron 16 horas a 37ºC. A continuación, se confirmó en 
diferentes colonias seleccionadas la presencia del plásmido de interés realizando PCR a partir de las 
mismas, para lo cual se utilizaron oligonucleótidos específicos de la secuencia clonada o del propio 
plásmido. Las colonias bacterianas individuales se crecieron en LB líquido con el correspondiente 
antibiótico de selección durante 16 horas a 37ºC en agitación orbital. Finalmente, la purificación de 
ADN plasmídico se llevó a cabo mediante el uso del kit comercial NucleoSpin® Plasmid (NoLid) 
(Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentración de ADN plasmídico 
se determinó mediante espectrofotometría utilizando un espectrofotómetro NanophotometerTM Pearl 
(IMPLEN). 
2.2.4. Secuenciación de ácidos nucleicos y análisis de secuencias 
La secuenciación de ADN tanto de los productos de PCR como de los diferentes clonajes fue 
realizada en el Servicio de Genómica del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto-Sols” 
mediante un secuenciador automático ABI Prism 3130XL Genetic Analyzer (Applied biosystems). 
El análisis de la secuencias se realizó con el programa BioEdit Sequence Alignment Editor versión 
7.2.5188. Los alineamientos y comparaciones de secuencias con las bases de datos del NCBI se 
realizaron mediante la herramienta informática BLASTN (https://www.ncbi.nlm.nih.gov 
/BLAST/).  
2.3. Purificación de ácidos nucleicos 
2.3.1.  Purificación de ADN genómico a partir de cultivo celular 
Tras centrifugar las células a 300g durante 5 minutos, los sedimentos celulares se lavaron dos 
veces con tampón fosfato salino (PBS) y se procedió a la extracción del ADN genómico (ADNg) 
utilizando el kit DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
La concentración de ADN se determinó mediante espectrofotometría utilizando un 
espectrofotómetro NanophotometerTM Pearl (IMPLEN). 
2.3.2. Purificación de ARN celular  
Tras centrifugar las células a 300g durante 5 minutos, los sedimentos celulares se lavaron dos 
veces con PBS a 4ºC y, a continuación, el ARN total de las células fue obtenido utilizando TRIzol 
Reagent (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El TRIzol es un reactivo 
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monofásico de fenol e isotiocianato de guanidina que permite mantener la integridad de ARN al 
tiempo que destruye las células y disuelve los componentes celulares durante la homogenización. 
Los ARN obtenidos fueron resuspendidos en agua Braun (B.Braun) libre de ARNasas. La 
concentración de ARN se determinó mediante espectrofotometría utilizando un espectrofotómetro 
NanophotometerTM Pearl (IMPLEN). La pureza e integridad del mismo se analizó utilizando nanochips 
en el bioanalizador Agilent 2100 (Agilent technologies) obteniéndose valores de integridad (RIN) 
de entre 9 y 10. 
2.4. Detección de ácidos nucleicos  
2.4.1. Northern blot 
2.4.1.1. Cuantificación de los ARNm-mt  
Para determinar la cantidad y procesamiento de los ARN mitocondriales en la células C6orf203 
knockout (KO) se realizó Northern blot como se describe en189. El ARN total extraído con TRIzol 
Reagent (Invitrogen) se trató en primer lugar con ADNasaI (Roche) con el objetivo de digerir el 
ADN presente en la muestra que pudiera interferir en el experimento. Se incubaron 5 μg de ARN a 
60ºC durante 5 minutos en el tampón de carga que contenía 50% formamida, 6,5% formaldehído, 
azul de bromofenol y bromuro de etidio en tampón MOPS 1X (20 mM MOPS, 5 mM acetato 
sódico y 1 mM EDTA) y seguidamente se incubó 2 minutos a 4ºC. A continuación, el ARN se 
resolvió en geles de fomaldehído al 1% de agarosa y se transfirió a una membrana de nailon 
Amersham HybondTM-N+ (GE Healthcare). Para unir covalentemente el ARN a la membrana se 
utilizó el protocolo Optimal Crosslink en un Spectrolinker XL-1000 UV Crosslinker (Spectronics 
Corporation). La membrana se prehibridó con el tampón PerfectHybTM Plus Hybridization (Sigma-
Aldrich). A continuación, la hibridación con las sondas de ARN específicas marcadas con 32P se 
realizó a 60ºC durante 16 h en el tampón de prehibridación. Tras la hibridación, la membrana se 
lavó 3 veces en solución de lavado 1 (2X SSC, 0,1% SDS) y tres veces en solución de lavado 2 (1X 
SSC, 0,1% SDS) a 60ºC. La señal se detectó mediante autorradiografía.  
2.4.1.2. Análisis de la aminoacilación del ARNtGln-mt 
Para analizar la aminoacilación del ARNtGln-mt, los fibroblastos se crecieron en medio DMEM 
suplementado con Glutamax (Gibco) o en medio MEM (Minimum Essential Media) sin glutamina y 
se siguió el protocolo descrito en190. Tras la extracción del ARN utilizando el reactivo TRizol, se 
disolvió en 0,1 mM EDTA, 10 mM acetato de sodio pH 5 a 4C. Para el control deacilado (dAc), el 
sedimento se resuspendió en 200 mM Tris-HCl a pH 9,5, se incubó 5 minutos a 75ºC, se precipitó 
el ARN y se resuspendió en tampón 10 mM acetato de sodio a pH 5.  
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Se separaron 5 µg de ARN en geles de poliacrilamida (19:1 acrilamida:biscarilamida) al 6,5% que 
contenían 8 M urea en 0,1 M acetato de sodio pH 5 a 4ºC. A continuación, se transfirió a una 
membrana de nailon Amersham HybondTM-N+ (GE Healthcare) y el ARN se unió covalentemente 
mediante UV. Las membranas se lavaron en el tampón de hibridación (7% SDS, 0,25 M Na3PO4 
pH 7,6) una hora a 65ºC. Seguidamente, las membranas se incubaron durante 16 horas a 65ºC en 
tampón de hibridación con las sondas de ARN marcadas con 32P. Las sondas se sintetizaron 
mediante transcripción in vitro utilizando la ARN polimerasa T7 en presencia de α-UTP marcado 
con 32P usando moldes linearizados. Tras la hibridación, las membranas se lavaron seis veces con 
1X SSC (150 mM NaCl, 15 mM citrato de sodio) durante 15 minutos a 55ºC. Las señales se 
detectaron mediante un escáner Amersham Typhoon phosphorimager (GE Healthcare). 
2.4.2. RT-qPCR 
La extracción de ARN se llevó a cabo como se ha indicado anteriormente (apartado 2.3.2). A 
continuación, se realizó la retrotranscripción de 1 µg de los ARNm a ADNc utilizando QuantiTect 
Reverse Transcription Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
La cuantificación de los niveles de ARNm de los genes GATA, GATB y GATC humanos se 
realizó utilizando el reactivo SYBR Green (Applied Biosystems) y los oligonucleótidos específicos 
para cada uno de estos genes (apartado 1.6.2.) y para el gen HPRT1 (hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1) que fue utilizado como control endógeno. Los niveles de expresión 
de los ARNm se normalizaron frente a los niveles de HRPT1.  
Los ensayos de PCR cuantitativa se realizaron en el termociclador Applied Biosystems Step-One 
Plus Real-Time thermocycler (Applied Biosystems, ThermoFisher), utilizando las siguientes 
condiciones: un ciclo inicial de desnaturalización a 95ºC de 10 min seguido de 40 ciclos de: 
desnaturalización (15 segundos a 95ºC) y anillamiento/elongación (1min a 60ºC). 
2.5. Cultivos celulares y transfección de HEK293T 
Las células HEK293T se crecieron en un incubador a 37ºC en una atmósfera húmeda con 5% 
CO2 en medio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium) con 4,5 g/l de glucosa suplementado con 
10% suero fetal bovino (FBS, fetal bovine serum), 50 µg/ml uridina y los antibióticos 100 U/ml 
penicilina (Penilevel) y 100 µg/ml estreptomicina (laboratorios Reig Jofré). La uridina fue añadida 
en estos medios para evitar los efectos adversos que puedan derivar de una disfunción en la 
biosíntesis de nucleótidos como consecuencia de un defecto mitocondrial en las células C6orf203 
knockout (KO) o en los fibroblastos portadores de una mutación en GATC. Esta dependencia de 
uridina es debida a que un mal funcionamiento de la CR puede afectar a la enzima dihidroorotato 
deshidrogenasa. Esta enzima cataliza la conversión de dihidroorotato a orotato, el cual es precursor 
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de uridina monofosato (UMP). En esta reacción redox, el aceptor de electrones en primera 
instancia es la CoQ oxidada y finalmente el oxígeno a través de los complejos III y IV. Por tanto, 
para una correcta síntesis de novo de pirimidinas es necesaria la presencia de una reserva de CoQ 
oxidada, o lo que es lo mismo, un correcto funcionamiento de la CR.   
Para la realización de las curvas de crecimiento, así como para realizar las medidas de consumo 
de oxígeno utilizando el electrodo tipo Clark las células se crecieron en DMEM sin glucosa 
suplementado con: 0,9 g/l de galactosa, 0,11 g/l de piruvato sódico, 10% de FBS, penicilina y 
estreptomicina.  
Para la transfección de las células HEK293T se utilizó Lipofectamina 2000 (Invitrogen) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se sembraron 2,5x105 células en placas p35 24 horas 
antes de la transfección. Al día siguiente las células se transfectaron con 4 µg de plásmido (apartado 
1.5) en medio sin suero ni antibióticos (OptiMEM, Invitrogen). Después de 6 horas se lavaron las 
células dos veces con PBS y se les añadió medio completo.  
Para generar las líneas celulares estables de sobreexpresión de C6orf203-Flag /BioID, 24 horas 
después de la transfección se le añadió al medio el antibiótico de selección puromicina a una 
concentración de 1,5 µg/ml. Las células seleccionadas se crecieron siempre en este medio.  
2.6. Curvas de crecimiento 
Para la realización de las curvas de crecimiento, se sembraron por cuadruplicado 2,5x104 células 
en placas p35 tratadas con poli-L-lisina (Sigma Aldrich) en medio con 4,5 g/l de glucosa o 0,9 g/l 
de galactosa como fuentes de carbono y se cambió el medio cada 24 horas. Las células se 
recogieron y contaron en una cámara Neubauer cada 24 horas.  
2.7. Medida de consumo de oxígeno 
2.7.1. Electrodo tipo Clark 
Para llevar a cabo la medida de consumo oxígeno de las células HEK293T control y sus 
respectivos clones con el gen C6orf203 editado se utilizaron técnicas previamente descritas191 con 
ligeras modificaciones, para lo cual se utilizó un electrodo tipo Clark S1 (Oxygraph system, 
Hansatech Instruments). Las calibraciones del equipo se llevaron a cabo antes de realizar las 
medidas utilizando ditionito sódico, un fuerte agente reductor que permite establecer el cero de 
oxígeno en la cámara de medida.  
Un día antes de la medida se sembraron 6x106 células en placas p150 en medio que contenía 0,9 
g/l de galactosa como fuente de carbono. Al día siguiente, 4x106 células de cada línea fueron 
resuspendidas en 1 ml de este mismo medio y se midió el consumo de oxígeno basal (nmoles de 
oxígeno/ml/min) durante 5 minutos con una agitación constante de 45 rpm. Posteriormente, se 
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fueron añadiendo de forma sucesiva, y cada 5 minutos, los diferentes inhibidores de los complejos 
de la cadena respiratoria mitocondrial y se registró el descenso de la concentración de oxígeno en la 
cámara con cada uno de ellos. En primer lugar se añadió 4 µg/ml de oligomicina, inhibidor del 
complejo V de la cadena respiratoria. A continuación, se añadió 1µM del desacoplante de la cadena 
respiratoria mitocondrial carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona, FCCP, repetidas veces hasta 
alcanzar el máximo desacoplamiento, determinando así la respiración máxima. Posteriormente, se 
añadió 2,5 µM de rotenona, inhibidor del complejo I, y 2,5 µg/ml de antimicina A, inhibidor del 
complejo III. Finalmente se añadió 1 mM de KCN, inhibidor del complejo IV. Tras bloquear 
completamente la cadena respiratoria mitocondrial, el valor de consumo de oxígeno medido, es 
decir, el no mitocondrial, se sustrajo a los resultados obtenidos anteriormente. Los datos se 
representaron como porcentaje de cada línea con respecto al control. 
2.7.2. Respirometría de alta resolución 
En el caso de los fibroblastos control, NHDF, y del paciente portador de una mutación en el 
gen GATC la medida de consumo de oxígeno mitocondrial se determinó mediante técnicas de 
respirometría de alta resolución utilizando un Oroboros Oxygraph-2k (Oroboros Instruments) y el 
programa DatLab4 (Oroboros Instruments) para el análisis de los datos (adquiriéndolos en 
intervalos de 1 segundo).   
El día de la medida, las células se tripsinizaron y se contaron en una cámara Neubauer. A 
continuación, se resuspendieron en DMEM sin FBS a una concentración de 1x106células/ml y se 
colocaron 2 ml en la cámara correspondiente para realizar la medida. Todas las medidas se llevaron 
a cabo a 37ºC y en agitación constante de 750 rpm. Se realizó la medida de consumo de oxígeno 
basal en células intactas (Cr, intact Cells Routine respiration) y se añadieron de forma consecutiva los 
mismos inhibidores citados en el apartado anterior, salvo KCN, pero a diferentes concentraciones. 
En primer lugar se añadió 2 µg/ml de oligomicina (CrO). A continuación 0,5 µM de FCCP (CrU) 
obteniéndose la medida de la capacidad respiratoria máxima. Posteriormente 0,1 µM de rotenona 
(CRot) y finalmente 2,5 µM de antimicina A (ROX, Residual Oxigen Consumption), con lo que se 
obtuvo la medida de la respiración no mitocondrial. Las medidas fueron normalizadas por el 
número de células y la respiración no mitocondrial (ROX) fue sustraída de cada una de ellas. Los 
datos se representaron como porcentaje del consumo de oxígeno del paciente con respecto al 
control.  
2.8. Medida del potencial de membrana interna mitocondrial  
Para analizar el potencial de membrana interna mitocondrial (Δm o MIMP) en los fibroblastos 
control y del paciente se empleó la sonda fluorescente tetrametilrodamina etil ester perclorato 
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(TMRE, Molecular Probes) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se incubaron con 
100 nM TMRE en medio completo a 37ºC durante 30 minutos y en oscuridad. A continuación, se 
lavaron con PBS, se tripsinizaron y se recogieron192. Tras resuspender las células en medio DMEM, 
se analizaron mediante un citómetro de flujo Cytomics FC500 MPL (Beckman Coulter). La 
intensidad de fluorescencia media se determinó mediante el software MXP (Beckman Coulter). 
Como control, 10 minutos antes de añadir TMRE, se añadió a las células FCCP, agente 
despolarizante de la membrana mitocondrial. 
2.9. Cuantificación de los niveles de ADNmt 
Tras aislar el ADNg de las células tal y como se especifica en el apartado 2.3.1., la cuantificación 
relativa del ADNmt frente al ADNn se realizó mediante PCR cuantitativa a tiempo real en 
multiplex utilizando el termociclador Applied Biosystems Step-One Plus real-time thermocycler 
(Applied Biosystems, ThermoFisher) como se ha descrito previamente193. Se cuantificó el ADNmt 
utilizando oligonucleótidos específicos del gen 12S ARNr (12S D y 12S R) descritos en el apartado 
1.6.3 y la sonda TaqMan marcada con FAM (6FAM-5’TGCCAGCCACCGCG3’-MGB). Para la 
detección del ADNn se emplearon una pareja de oligonucleótidos y una sonda Taqman marcada 
con VIC contra el gen nuclear de la ARNasaP incluidos en el TaqMan RNAseP Control Reagent 
Kit (Applied Biosystems). La mezcla de reacción se realizó con TaqMan Universal PCR Master Mix 
(Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
2.10. Medida de la actividad enzimática de los complejos de la cadena respiratoria 
La medida de las actividades específicas de los complejos de la cadena respiratoria se llevó a 
cabo siguiendo el protocolo descrito previamente194 con modificaciones.  
El extracto celular se preparó a partir de 1,5x107 células que se resuspendieron en 400-800 µl de 
tampón manitol: 225 mM manitol, 75 mM sacarosa, 0,1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl a pH 7,2. A 
continuación, las células se lisaron en frío mediante sonicación (2 ciclos de 15 segundos, con 
descanso de 45 segundos, a una amplitud de 15 micrones). La cantidad de proteína presente en el 
extracto se cuantificó mediante el kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific) y todas las 
muestras se llevaron a una concentración de 3 mg/ml. 
Las actividades enzimáticas de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial fueron 
determinadas mediante espectrofotometría, utilizando el espectrofotómetro DU 800 de Beckman 
Coulter a una temperatura de 37ºC. Todos los resultados se representaron como actividades 
específicas, teniendo en cuenta la cantidad de proteína utilizada y el coeficiente de extinción molar 
(ε) de cada compuesto.  
 
 Materiales y Métodos 
 
74 
 
- Medida de la actividad NADH deshidrogenasa:ubiquinona oxidorreductasa (Complejo I): 
 
La actividad del complejo I fue determinada monitorizando la disminución de la absorbancia a 
340 nm que se produce debido a la oxidación del NADH (ε=6,2 mM-1cm-1) a NAD+, que transfiere 
sus electrones a la decilubiquinona en el medio de reacción. Este medio contenía 50 mM tampón 
fosfato potásico pH 7,5, 100 µM decilubiquinona y 3,75 mg/ml BSA, al cual se le añadieron, por 
duplicado, 300 µg de proteína del homogenado celular. Tras añadir 100 µM de NADH se registró 
la disminución de la absorbancia durante 3 minutos. A uno de los duplicados se le añadió desde un 
inicio 12,5 µM de rotenona para valorar la actividad sensible a la rotenona, que se calculó 
substrayendo la actividad insensible a la rotenona de la total.  
 
- Medida de la actividad succinato deshidrogenasa (Complejo II): 
 
La actividad del complejo II se determinó monitorizando la reducción del aceptor artificial de 
electrones 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) (ε=19,1 mM-1cm-1) midiendo la disminución de la 
absorbancia a 600 nm del DCPIP oxidado. El medio de reacción contenía 25 mM tampón fosfato 
pH 7,5, 20 mM succinato, 50 µM DCPIP, 1 mM KCN y 2 mg/ml BSA. Se añadió 40 µg de 
proteína del homogenado celular y tras medir la línea base, la actividad de la succinato 
deshidrogenasa se registró durante 3 minutos después de haber añadido 100 µM de decilubiquinona 
que actúa como iniciador de la reacción.  
 
- Medida de la actividad ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa (Complejo III): 
 
La actividad del complejo III se midió registrando la aparición del citocromo c reducido (ε=18,5 
mM-1cm-1) a 550 nm, gracias a la presencia en el medio de reacción de decilubiquinol. Este medio 
contenía 25 mM tampón fosfato pH 7,5, 75 µM citocromo c, 0,5 mM KCN, 0,1 mM EDTA y 
0,025% (v/v) Tween-20. A continuación, se añadió por duplicado 20 µg de proteína del 
homogenado celular y a una de las cubetas se añadió 10 µg/ml de antimicina A. Tras añadir 213 
µM de decilubiquinol, el incremento de la absorbancia se registró durante 3 minutos. Finalmente, la 
actividad ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa se calculó substrayendo la actividad insensible a la 
antimicina A de la actividad total.  
 
- Medida de la actividad citocromo c oxidasa (Complejo IV) 
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Para valorar la actividad del complejo IV se midió la oxidación del citocromo c reducido 
(ε=18,5 mM-1cm-1) a 550 nm en una solución que contenía 100 µM de citocromo c (reducido entre 
el 90-95%) en 50 mM tampón fosfato pH 7,0 y 40 µg de proteína del homogenado celular. La 
reacción se monitorizó durante 3 minutos.  
2.11. Medida de la actividad citrato sintasa 
La enzima de la matriz mitocondrial citrato sintasa es utilizada frecuentemente para valorar la 
masa mitocondrial de una muestra determinada. La actividad de esta enzima se determinó 
monitorizando el cambio en la absorbancia a 412 nm producida por la reacción de DTNB (ácido-5-
5’ditio-bis-2-nitrobenzoico) (ε=13.6 mM-1cm-1) con el coenzima A libre (CoA-SH) que previamente 
se ha formado en la reacción catalizada por la citrato sintasa a partir de oxalacetato. El medio de 
reacción contenía 100 mM Tris-HCl pH 8,1, 100 µM DTNB, 0,1% Tritón X-100 y 300 µM Acetil 
CoA, al que se le añadió 20 µg del extracto total de proteína y 500 µM oxalacetato para iniciar la 
reacción, la cual se monitorizó durante 4 minutos. 
2.12. Inmunofluorescencia  
Para los ensayos de colocalización de la proteína C6orf203 con la red mitocondrial se sembraron 
7x104 células de la línea HEK293T o HeLa sobre cristales cubreobjetos en placas p24 tratados con 
poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Al día siguiente las células se transfectaron con Lipofectamina 2000 
(apartado 2.5) 0,8 µg del plásmido pEGFPN1 en el que se había clonado previamente el ADNc de 
C6orf203, para generar la proteína de fusión C6orf203-GFP. 24 horas más tarde, tras confirmar en 
un microsopio de fluorescencia que las células mostraban fluorescencia verde (EGFP, enhanced green 
fluorescent protein), las células se incubaron con 0,3 µM MitoTracker Red CMXRos (Thermo 
Scientific) en medio completo durante 45 minutos a 37ºC para teñir la red mitocondrial. A 
continuación, las células se lavaron dos veces con tampón PBS y se fijaron con 4% 
paraformaldehído durante 20 minutos. Finalmente, tras realizar dos lavados con PBS se montaron 
los cristales sobre un portaobjetos con ProLong Gold (Molecular Probes). Las muestras se 
analizaron en un microscopio confocal Carl Zeiss.  
Para el ensayo de colocalización de la proteína C6orf203 con la proteína presente en los 
gránulos de ARN mitocondriales, GRSF1, se transfectó de nuevo la construcción C6orf203-GFP 
tal y como se ha descrito en el párrafo anterior. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con 
tampón PBS y se fijaron con 4% paraformaldehído durante 20 minutos. A continuación, se 
realizaron dos lavados con PBS y las células fijadas se permeabilizaron durante 30 minutos usando 
1% Tritón X-100 en PBS que contenía 3% BSA. Tras realizar un lavado con PBS, las células se 
incubaron 3 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo primario anti-GRSF1 (Sigma-Aldrich) 
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diluido 1/250 en PBS-3%BSA. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS y se incubó 1 
hora con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo acoplado a Alexa Fluor 546. Finalmente, tras 
realizar dos lavados con PBS se montaron los cristales sobre un portaobjetos con ProLong Gold y 
las muestras se analizaron mediante microscopía confocal. 
2.13. Análisis de proteínas  
2.13.1. Purificación de mitocondrias 
La purificación de mitocondrias a partir de cultivos celulares se llevó a cabo mediante 
centrifugaciones diferenciales siguiendo el protocolo descrito por Fernández-Vizarra y 
colaboradores195.  
2.13.2. Preparación de extractos totales o mitocondriales  
Para la extracción de proteínas tanto de los sedimentos celulares (previamente lavados dos veces 
con PBS) como de las mitocondrias purificadas se utilizó el tampón RIPA que contenía 50 mM 
Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl, 0,5% deoxicolato, 1% Nonidet P40, 1 mM EDTA y 0,1% SDS al 
que se habían añadido previamente una mezcla de inhibidores de proteasas 1X (Complete EDTA 
free, Roche). En el caso de los extractos totales, las células se resuspendieron en 50 µl de RIPA por 
cada 3x106 células. Las mitocondrias se resuspendieron en 50-100 µl de RIPA dependiendo de la 
cantidad obtenida. Tras incubar las muestras 20 minutos en hielo agitando con vortex cada 5 
minutos, se centrifugaron a 14.000 g durante 5 minutos a 4ºC para eliminar los restos celulares. 
Finalmente se procedió a medir la concentración de proteína mediante Pierce BCA Protein Assay 
kit (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
2.13.3. Tratamiento alcalino con Na2CO3 
Mediante esta técnica  se consiguió separar la fracción soluble mitocondrial (matriz y espacio 
intermembrana) de la fracción de membrana.  
A partir de 4x107 células HEK293T que corresponden a aproximadamente 3 placas p150 a un 
80-90% de confluencia, se purificaron las mitocondrias como se describe en el apartado 2.13.1. A 
continuación, se resuspendieron en tampón MB (10 mM HEPES-KOH pH 7,4, 70 mM sacarosa, 
210 mM manitol, 1 mM EDTA) al que se le añadió 0,1M Na2CO3 a pH 11 y se incubaron durante 
30 minutos en hielo. Posteriormente, se pasaron a tubos de 1,5ml Microfuge® Tube, 
Polypropylene (Beckman Coulter, ref. 357448) y se centrifugaron a 100.000g en un rotor TLA100.3 
(Beckman) a 4ºC durante 30 minutos para separar las proteínas de membrana (sedimento) de las 
solubles (sobrenadante). Este sobrenadante se precipitó con ácido tricloroacético (TCA) al 25%. 
Para ello, al sobrenadante se le añadió un volumen de TCA al 50% y se incubó 10 minutos en 
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hielo. A continuación la muestra se centrifugó 10 minutos a máxima velocidad y se realizaron dos 
lavados con acetona a 4ºC.  
Las proteínas precipitadas, correspondientes a las proteínas mitocondriales solubles, y el 
sedimento, correspondiente a las proteínas de la membrana mitocondrial, se resuspendieron en 
tampón Laemmli 1X y se analizaron mediante Western blot (apartado 2.13.5) utilizando los 
anticuerpos correspondientes. 
2.13.4. Localización submitocondrial de proteínas mediante el tratamiento con 
proteinasa K 
Tras la purificación de las mitocondrias de las células HEK293T se procedió al análisis de la 
localización submitocondrial de C6orf203 mediante el tratamiento con proteinasa K siguiendo el 
protocolo descrito en73 con algunas modificaciones. Todos los pasos se realizaron en hielo.  
Las mitocondrias se resuspendieron a una concentración final de 0,5 µg/µl de proteína en el 
tampón MB (10 mM HEPES-KOH pH 7,4, 70 mM sacarosa, 210 mM manitol, 1 mM EDTA), en 
tampón de swelling o hinchamiento (10 mM HEPES-KOH pH 7,4) para conseguir la ruptura de la 
membrana mitocondrial externa, o en tampón MB suplementado con 0,5% (v/v) Tritón X-100 
para facilitar la disgregación de las membranas mitocondriales. Las muestras en el tampón MB + 
Triton X-100 se incubaron 30 minutos mientras que la incubación de las muestras en el tampón de 
hinchamiento fue de 10 minutos. A continuación, se añadió la proteinasa K a una concentración de 
50 µg/ml y se incubó durante 20 minutos en hielo. La digestión de la proteinasa K se inhibió 
mediante la adición del inhibidor de proteasas PMSF (2 mM). Finalmente, tras la precipitación de 
las proteínas con TCA al 25%, las muestras fueron analizadas por Western blot (apartado 2.13.5). 
2.13.5. Inmunodetección de proteínas unidas a membrana (Western blot) 
Para la separación de proteínas en condiciones desnaturalizantes y posterior transferencia se 
utilizó el sistema Mini-PROTEAN® 3 cell (BioRad). Entre 50 y 100 µg de proteína de cada 
extracto total o mitocondrial se resuspendieron en buffer Laemmli (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 2% 
SDS, 5% β-mercaptoetanol, 10% glicerol, 0,001% azul de bromofenol), se dejaron 30 minutos a 
temperatura ambiente o 5 minutos a 95ºC, dependiendo de la hidrofobicidad de las proteínas a 
analizar,  y se cargaron en geles al 10% o al 12% de poliacrilamida. La electroforesis (SDS-PAGE) 
se realizó a un voltaje constante de 80 V en tampón Tris-glicina/SDS (25mM Tris pH 8,3, 125 mM 
glicina, 0,01% SDS) hasta la salida del frente iónico de migración. Posteriormente,  las proteínas 
fueron transferidas a una membrana de PVDF (Millipore) en tampón de transferencia (Tris-glicina 
con 20% metanol) a un voltaje constante de 100 V durante 1  hora a 4ºC.  A continuación, las 
membranas se incubaron en solución de bloqueo TBS-T/leche (50 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM 
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NaCl, 0,1% Tween 20 y 5% leche desnatada en polvo) una hora a temperatura ambiente o 16 horas 
a 4ºC. Tras el bloqueo, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente 
(apartado 1.7.1) diluido en solución de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente o 16 horas 
a 4ºC. Posteriormente, las membranas se lavaron tres veces con tampón TBS-T (Tris-HCl 50 mM  
pH 7,6, NaCl 150 mM, 0,1% Tween 20) y se incubaron con el anticuerpo secundario 
correspondiente diluido en solución de bloqueo durante 45 minutos a temperatura ambiente. 
Finalmente, la membrana se lavó tres veces con tampón TBS-T y se procedió a revelar la señal de 
quimioluminiscencia con películas autorradiográficas o con el analizador de imágenes ChemiDoc 
MP (BioRad). Como reactivo de revelado se utilizó 0,1 M Tris-HCl pH 8,5, 1,25 mM Luminol , 
0,2mM ácido p-cumárico y 0,03% (v/v) H2O2. El análisis densitométrico de las señales se realizó en 
el programa ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/) y se expresó como unidades relativas a la línea 
control.  
Para analizar la recuperación de las proteínas mitocondriales tras el tratamiento con el inhibidor 
de la traducción mitocondrial cloranfenicol, los fibroblastos se crecieron durante seis días con este 
antibiótico a una concentración de 50 µg/ml. A continuación, las células se crecieron en medio 
completo sin cloranfenicol y se recogieron a las 10, 16, 24 y 48 horas después de la retirada del 
antibiótico. Finalmente se realizó Western blot como se ha detallado anteriormente.  
2.14. Electroforesis nativa azul (Blue native electrophoresis, BN-PAGE) 
Con el objetivo de separar los complejos proteicos de la cadena respiratoria mitocondrial en su 
conformación nativa se realizó una electroforesis nativa azul en una primera dimensión (1D-BN-
PAGE). Posteriormente, las subunidades que componen dichos complejos se pueden separar en 
una segunda dimensión realizando una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (2D-
BN/SDS-PAGE). Estos experimentos se llevaron a cabo siguiendo el método descrito por el Dr. 
Leo G.J. Nijtmans196 con algunas modificaciones. Brevemente, para la obtención de una fracción 
enriquecida en mitocondrias, se trataron 15x106 células con digitonina a una concentración de 2 
mg/ml en PBS durante 10 min y posteriormente se solubilizaron los supercomplejos 
mitocondriales con un detergente suave como es la digitonina a una concentración de 4g/g (4 
gramos de digitonina por gramo de proteína) durante 10 minutos. En otros casos, se solubilizaron 
los complejos con 2% n-dodecil-β-D-maltósido, un detergente más fuerte. Se separaron entre 40 y 
80 µg de cada extracto en geles nativos de poliacrilamida con un gradiente del 4 al 15%. Tras la 
electroforesis, las proteínas fueron transferidas a membranas de PVDF a voltaje constante de 30 V 
durante toda la noche y se incubaron con los anticuerpos correspondientes. El análisis 
densitométrico de las señales se realizó en el programa ImageJ y se expresó como unidades relativas 
a la línea control. 
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2.14.1. Geles bidimensionales  
Para los experimentos de 2D BN/SDS-PAGE se cortó con un bisturí cada carril del gel de 1D-
BN-PAGE y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con solución acuosa 
desnaturalizante que contenía 1% SDS y 1% β-mercaptoetanol. A continuación el carril se rotó 90° 
y se colocó sobre un gel desnaturalizante al 12% de poliacrilamida para a continuación llevar a cabo 
la electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Posteriormente, se realizó la transferencia a 
membranas de PVDF, que se incubaron con los anticuerpos correspondientes.  
2.15. Análisis del ensamblaje de los ribosomas mitocondriales con gradiente de sacarosa 
Se recogieron alrededor de 2,4 x 107 células de la línea HEK293T en PBS suplementado con 10 
mM MgCl2. Tras centrifugar las células 5 minutos a 300 g, se lisaron en 300 µl del tampón de lisis 
que contenía 50 mM Tris-HCl pH 7,2, 10 mM Mg(CH3COO)2, 40 mM NH4Cl2, 100 mM KCl, 
1mM del inhibidor de proteasas PMSF y 1% n-dodecil-β-D-maltósido. Se dejaron 15 minutos en 
hielo y se centrifugaron a 14.000g durante 20 min a 4ºC. Las proteínas del sobrenadante se 
cuantificaron con el kit Pierce BCA y se cargaron 800 µg de proteína en un volumen de 200 µl 
sobre 4 ml de un gradiente continuo de sacarosa del 10% al 30% (p/v). A continuación se 
centrifugó a 74.000 g durante 6 horas en un rotor basculante MLS-50 (Beckman Coulter). 
Posteriormente, se recogieron 15 fracciones de 250 µl cada una, las proteínas se precipitaron con 
TCA al 25% y se analizaron mediante Western blot (apartado 2.13.5).  
2.16. Biosíntesis de las proteínas mitocondriales de novo 
El marcaje de la proteínas mitocondriales sintetizadas de novo se realizó siguiendo el protocolo 
descrito en197. Se marcaron 4 x 105 células en placas p35 de la línea HEK293T y 6 x 105 células en 
placas p100 en el caso de los fibroblastos con 200 µCi/ml de los aminoácidos radiactivos L-[35S]-
Metionina y L-[35S]-Cisteína en medio DMEM sin metionina ni cisteína (Gibco, Life technolgies). 
Este medio se suplementó con 100 µg/ml de emetina, un inhibidor de la síntesis de proteínas 
citoplasmáticas. Tras 90 minutos de incubación, las células se lavaron con PBS y se levantaron con 
tripsina, para posteriormente extraer las proteínas en 30 µl de tampón RIPA (ver apartado 2.13.2).  
Para el análisis de las proteínas marcadas se cargaron entre 50 y 100 µg de proteínas en geles al 
17,5% de poliacrilamida (37,5:1 BioRad) y se realizó la electroforesis a un amperaje constante de 20 
mA durante alrededor de 6 horas. A continuación, los geles se incubaron en solución de fijación 
(30% metanol y 10% CH3COOH) durante 30 minutos y después en una solución que contenía 
20% polietilenglicol 400 (Sigma-Aldrich) y 50% metanol en el amplificador de señal AmplifyTM (GE 
Healthcare) durante 15 minutos. Los geles se secaron durante 2 horas a 75ºC en un “seca geles” 
(modelo 583, BioRad). Finalmente, las proteínas mitocondriales marcadas se visualizaron mediante 
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autorradiografía o se cuantificaron utilizando un Typhoon Trio phosphorimager system (GE 
Healthcare).  
2.17. Inmunoprecipitación de C6orf203-Flag 
La inmunoprecipitación de C6orf203-Flag con el anticuerpo anti-Flag se llevó a cabo utilizando 
el “FLAG Immunoprecipitation Kit” (Sigma Aldrich) siguiendo las indicaciones del fabricante 
salvo ligeras modificaciones. A partir de 1,8 x 108 células (aproximadamente 15 placas p150) de la 
línea HEK293T que sobreexpresa C6orf203-Flag y de las HEK293T como control negativo, se 
purificaron las mitocondrias por centrifugaciones diferenciales (apartado 2.13.1). A continuación se 
lisaron en 250 µl de tampón 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1X de una mezcla de 
inhibidores de proteasas (Roche) y 0,5% de n-dodecil-β-D-maltósido. La fracción mitocondrial se 
incubó 20 minutos en hielo y se centrifugó a 16.000g durante 15 minutos. Tras cuantificar la 
cantidad de proteína presente en el sobrenadante, que corresponde al extracto mitocondrial total, se 
guardaron 50 µg. A continuación, el lisado restante se incubó en rotación durante toda la noche a 
4ºC con el anticuerpo anti-Flag unido a la resina de agarosa. Se realizaron tres lavados con 50 mM 
Tris-HCl, 150 mM NaCl para eliminar las proteínas no unidas al anticuerpo y finalmente se realizó 
la elución de C6orf203-Flag, con sus interactores, utilizando 150 ng/µl del péptido Flag que incluye 
el propio kit. Las proteínas presentes en el eluído se identificaron mediante espectrometría de 
masas.  
2.18. Identificación de biotina dependiente de la proximidad (proximity-dependent biotin 
identification (BioID)) 
La región codificante de C6orf203 se amplificó mediante RT-PCR a partir de ARN total de 
HEK293T y los oligonucleótidos que se especifican en el apartado 1.6.6. Tras digerir tanto el 
inserto como el vector MCS-BioID2-HA con las enzimas de restricción AgeI y BamHI (New 
england Biolabs), se procedió a la ligación, transformación de E.coli DH5α, selección de colonias 
transformantes y purificación del plásmido (MCS-C6orf203-BioID2-HA) (apartado 2.2.2). A 
continuación, la fusión de C6orf203 al dominio biotinil tranferasa (C6orf203-BioID2-HA) se 
extrajo del plásmido y se clonó en el vector pIRESpuro2, para así conseguir un vector de expresión 
estable en células HEK293T (pIRESpuro2::C6orf203-BioID2-HA). Cabe destacar, que el vector 
inicial MCS-BioID2-HA tiene una resistencia en células eucariotas a neomicina, no pudiéndose 
seleccionar células HEK293T transfectadas con este plásmido debido a que esta línea celular ya es 
resistente a este antibiótico.  
Tras la transfección con lipofectamina 2000 de HEK293T con el vector 
pIRESpuro2::C6orf203-BioID2-HA y posterior selección con puromicina, se llevó a cabo el 
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experimento siguiendo el protocolo que se describe en198 incubando 6 x 107 células con 50 µM de 
biotina durante 24 horas. En el último paso, donde todas las proteínas biotiniladas ya se han unido 
a la resina de estreptavidina, éstas se proteolizaron añadiendo 1µg de lisozima C y 1 µl de tripsina y 
los péptidos liberados se analizaron mediante espectrometría de masas.  
2.19. Complexome profiling 
El experimento de Complexome profiling para analizar el perfil de migración en condiciones nativas 
de C6orf203 se realizó en Nijmegen Center for Mitochondrial diseases (Países Bajos) gracias a la 
colaboración con el Dr. Leo G. Nijtmans y se desarrolló tal y como se indica en 199. 
2.20. Búsqueda in silico de genes candidatos para la realización del estudio 
La identificación de los ARNm de Drosophila melanogaster anotados como bicistrones se llevó a 
cabo mediante el análisis de la base de datos del genoma de Drosophila Flybase 
(http://flybase.org/). Tras analizar la localización genómica y estructura de los bicistrones y 
confirmar su correcta anotación, se seleccionaron un primer grupo de genes de función 
desconocida conservados evolutivamente y con ortólogos en humanos. A continuación, se realizó 
un análisis in silico de las proteínas en los programas de predicción de destino mitocondrial 
MITOPROT (http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html)200, TargetP 1.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/)201 , PSORT II (http://ipsort.hgc.jp/)202 y Predotar 
(http://urgi.versailles .inra.fr/ predotar/predotar.html)203. Asimismo, se realizó la búsqueda de las 
proteínas potencialmente mitocondriales en MitoCarta tanto de humanos 
(https://www.broadinstitute.org/ pubs/MitoCarta/human.mitocarta.html) como de ratón 
(https://www.broadinstitute.org/pubs/ MitoCarta/mouse.mitocarta.html)155. También se analizó 
la distribución de las proteínas seleccionadas en distintos tejidos y su localización subcelular en 
Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org)204.  
Para la identificación de dominios conservados en estas proteínas se utilizaron los programas 
informáticos Prosite (http://prosite.expasy.org/)205, NCBI conserved domain database 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)206 e Interpro (https://www 
.ebi.ac.uk/interpro/)207. 
2.21. Edición genómica de C6orf203 mediante el sistema CRISPR/Cas9 
Para la construcción de los plásmidos y utilización del sistema CRISPR/Cas9 se siguió el 
protocolo de Cong y colaboradores187 con algunas modificaciones.  
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2.21.1. Diseño de los ARN guía  
Para el diseño de los ARN guía se utilizó el programa informático E-CRISP (http://www.e-
crisp.org/E-CRISP/) desarrollado por el laboratorio del Dr. Boutros208. Para ello se introdujo en 
este programa la secuencia del exón 2 de C6orf203 que era la región deseada para generar la edición 
del gen. Se seleccionaron los dos ARNg con mejor puntuación, es decir, aquellos con completa 
homología con la secuencia diana y menor probabilidad de unión en sitios distintos a la diana (off-
targets). Además, puesto que la proteína Cas9 procede de S.pyogenes, se seleccionaron aquellos que 
tuviesen como motivo adyacente al protoespaciador en su extremo 3’ (PAM, protospacer adjacent 
motif) la secuencia de nucleótidos NGG, siendo N cualquiera de los 4 nucleótidos.   
Las secuencias de los oligonucleótidos que se seleccionaron para la generación de los ARNg 
aparecen en el apartado 1.6.9 del apartado Materiales.  
A la hora de diseñar los ARNg también se añadió a los oligonucleótidos la diana de restricción 
de la enzima BbsI para poder clonarlos en el vector PX335 y se creó la cadena complementaria de 
cada uno para poder llevar a cabo el anillamiento de los mismos (Figura 7). 
2.21.2. Anillamiento de los oligonucleótidos para la generación de los ARN guía 
Para el anillamiento de las parejas de ARNg D1 con R1 y D2 con R2 (ver apartado1.6.9), se 
utilizaron 3 nmoles de cada oligonucleótido y se llevó a un volumen final de 50 µl en tampón TE 
(10mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA) suplementado con 50mM NaCl. Se calentó la muestra a 
una temperatura de 95°C durante 5 minutos y a continuación se dejó enfriar a temperatura 
ambiente, con el objetivo de que fuese disminuyendo muy lentamente la temperatura y favorecer el 
anillamiento (Figura 7). Para confirmar el anillamiento de los ARNg se cargaron 8 µl (0,96 nmoles) 
de cada pareja en un gel al 8% de poliacrilamida (19:1, BioRad). La electroforesis se realizó en 
tampón TBE 1X (90mM Tris-borato, 2mM EDTA) a un amperaje constante de 15mA.  
 
Figura 7. Esquema de anillamiento para la formación de los ARN guía. En rojo se destaca la diana de 
restricción de la enzima BbsI. D1 y R1 hacen referencia a los oligonucleótidos sentido y antisentido 
respectivamente para formar el ARN guía 1. D2 y R2 hacen referencia a los oligonucleótidos sentido y antisentido 
respectivamente para formar el ARN guía 2.  
2.21.3. Clonaje de los ARN guía en el vector pX335-U6-Chimeric_BB-CBh 
hSpCas9n(D10A) 
En primer lugar, se llevó a cabo la digestión de 2 µg del plásmido PX335 con 10U de la enzima 
de restricción BbsI (New England Biolabs, R0539S) en un volumen final de 50 µl de tampón 1X 
NEB 2.1. A continuación, la mezcla de reacción se incubó durante 2 horas a 37°C. Finalmente, tras 
Materiales y Métodos  
 
83 
 
resolver la digestión en un gel al 1% agarosa se recortó y purificó la banda única como se describe 
en el apartado 2.2.2 y se cuantificó en un Nanodrop.  
La ligación de cada ARNg con el PX335 digerido se realizó con el kit comercial Quick ligation kit 
(New England Biolabs) siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de incubar la mezcla de 
reacción 5 min a 25°C, se procedió a transformar las bacterias E.coli DH5α que finalmente se 
sembraron en cantidades crecientes en placas de LB suplementadas con ampicilina y se dejaron 
crecer toda la noche a 37°C. Para identificar los transformantes positivos se llevó a cabo la 
amplificación mediante PCR de colonias de cada transformación con los oligonucleótidos 
indicados en el apartado 1.6.11 y se resolvieron en geles al 3,5% de agarosa. Cuatro de las colonias 
positivas se crecieron en LB líquido con ampicilina 16 horas a 37°C con agitación. Finalmente se 
obtuvo el ADN plasmídico a pequeña escala (mini-prep) tal y como se indica en 2.2.3 y se 
secuenció en el Servicio de Genómica del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” 
utilizando los mismos oligonucleótidos citados anteriormente.  
Los plásmidos resultantes se denominaron PX335::ARNg1 y PX335::ARNg2, según portase el 
ARN guía 1 o 2.  
2.21.4. Cotransfección de PX335::ARNg1 y PX335::ARNg2 
Se contransfectaron 2 µg de cada plásmido utilizando Lipofectamina 2000 siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Ver apartado 2.5. 
2.21.5. Aislamiento de clones  
Tras las 48 horas de la transfección se purificó el ADN de las células como se indica en el 
apartado 2.3.1 y se realizó una PCR con oligonucleótidos que flanquean la zona donde anillan los 
ARNg (apartado 1.6.7) y donde, por tanto, se habrá producido la edición genómica. Las 
condiciones de la PCR fueron: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de: 1 minuto a 95°C, 30 segundos a 
59°C y 1 minuto a 72°C, posteriormente 10 minutos a 72°C y un paso final a 4°C.  
Una vez confirmada la presencia significativa de deleciones e inserciones sobre el conjunto 
celular, se llevó a cabo el aislamiento de clones. Para ello, se sembraron 40 células en tres placas 
p100 tratadas con poli-L-Lisina. Ocho horas más tarde se seleccionaron las células individuales 
adsorbidas a la placa y aisladas. Cuando los clones adquirieron un tamaño suficiente para su 
expansión se levantaron utilizando cilindros de clonaje (Sigma-Aldrich, C1059) y se pasaron a 
placas p35.  
2.21.6. Caracterización de la edición genómica 
Tras el crecimiento de los diferentes clones, se aisló el ADNg de 12 de ellos en primer lugar y se 
analizó la edición genómica mediante PCR utilizando los oligonucleótidos citados en el apartado 
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1.6.7 y con las condiciones explicadas en el apartado anterior. El tamaño de los fragmentos se 
analizó en geles al 3,5% de agarosa, se purificaron las distintas bandas, se clonaron en el vector 
pGEMT-Easy siguiendo las instrucciones del fabricante y, finalmente, 10 de las colonias se 
secuenciaron con los oligonucleótidos universales que aparecen en el apartado 1.6.11. 
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1. Estudio molecular de una mutación en el gen GATC en fibroblastos de un 
paciente portador 
En este primer apartado se describen los resultados obtenidos del estudio molecular realizado 
en fibroblastos primarios obtenidos a partir de una biopsia de piel de un paciente portador de una 
mutación en el gen GATC.  
1.1. Antecedentes 
Como ya se ha comentado en el apartado anterior, en un proyecto desarrollado previamente en 
nuestro laboratorio se observó que el ARNm que codifica la proteína PolγB en Drosophila 
melanogaster presenta es su región 5’UTR una ORF que codifica una proteína implicada en la 
traducción mitocondrial, GatC. Este ARNm bicistrónico está organizado de tal manera que el 
codón de terminación de GatC solapa con el inicio de la traducción de PolγB (AUGA) (Figura 6, 
Introducción). En el proyecto mencionado se observó que las subunidades GATA, GATB y 
GATC que constituyen la enzima heterotrimérica glutamil-ARNtGln amidotransferasa (GatCAB) se 
encuentran en la mitocondria, y que esta actividad es esencial para la traducción mitocondrial in vivo 
en mamíferos. Tal y como se describe en el apartado 2.2.3.1 de la introducción (Figura 4), debido a 
que en mitocondrias no existe la  glutaminil-ARNt sintetasa (QARS2), el ARNtGln mitocondrial es 
aminoacilado con ácido glutámico por la glutamil-ARNt sintetasa mitocondrial (EARS2). A 
continuación, el Glu-ARNtGln es convertido a Gln-ARNtGln por una reacción amidotransferasa 
llevada a cabo por la enzima GatCAB, que utiliza la glutamina como donante de amidas. 
Durante el desarrollo de esta tesis doctoral la Dra. Hagit N. Baris del Instituto de Genética del 
Rambam Health Care Campus, en Haifa (Israel) nos remitió fibroblastos derivados de piel de un 
paciente portador de una mutación en el gen GATC para su caracterización molecular.  
1.2. Cuadro clínico del paciente portador de la mutación en GATC 
El paciente (V-3, P4B) era un varón de origen Druso, de familia consanguínea de cuarto grado 
que falleció a los pocos meses de vida (Figura 8). El desarrollo fue normal hasta los 2 meses de 
edad, momento en el que desarrolló cianosis y dificultad respiratoria, llegando a necesitar 
ventilación mecánica. Los resultados de la ecocardiografía revelaron una cardiomiopatía 
hipertrófica y dilatada. Los estudios metabólicos mostraron una acidosis severa, con niveles altos 
de lactato en suero. El paciente también presentaba un aumento en los niveles de creatina 
fosfoquinasa y un aumento en las enzimas hepáticas AST, ALT y LDH. Los niveles de alanina 
también eran elevados, al igual que los niveles de lactato y cetonas en la orina. Tras varios episodios 
de cianosis y fallo respiratorio el paciente falleció. Se obtuvo una biopsia muscular para los estudios 
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mitocondriales. En los primero estudios se observó que la actividad piruvato deshidrogenasa no se 
encontraba afectada.   
 
Figura 8. Pedigrí de la familia portadora de la mutación en el gen GATC. Se 
puede observar que el patrón de herencia es autosómico recesivo. El rectángulo rojo 
destaca el paciente de estudio. M: alelo mutado. WT: alelo silvestre.  
1.3. Análisis por secuenciación directa del gen GATC en los fibroblastos del 
paciente de estudio 
Para confirmar el resultado obtenido por secuenciación masiva realizada en el Instituto de 
Genética del centro previamente mencionado, se diseñó un ensayo de PCR para amplificar y 
secuenciar la región de la mutación en el gen GATC en los fibroblastos del paciente (Figura 9). 
El análisis corroboró la mutación observada por secuenciación masiva, en el que se observa un 
cambio en homocigosis en el exón 2 de GATC del nucleótido c.233T>G que da lugar a un cambio 
de aminoácido p.M78R (Figura 9A). Como muestra el alineamiento de diferentes proteínas de las 
diferentes especies, la variante afecta a un aminoácido conservado a lo largo de la evolución y el 
programa PolyPhen2209 predice que este cambio es altamente patogénico (score de 0,997) (Figura 
9B).  
M/WT M/WT
M/WT M/WT M/WTM/M M/MWT/WT
Resultados  
 
89 
 
 
Figura 9. Secuenciación de la mutación en GATC en el paciente y en la línea control. (A) Análisis por 
secuenciación Sanger de la región donde se localiza la mutación en el gen GATC. En el panel superior se muestra la 
secuenciación en los fibroblastos control, NHDF (WT). En el panel inferior se muestra la secuenciación en los 
fibroblastos del paciente. El rectángulo negro detalla el cambio de nucleótido, timina (T) en el  control y guanina (G) 
en el mutante, el cual general un cambio de aminoácido: de metionina (M) en el control a arginina (R) en el paciente. Se 
puede observar que este cambio se encuentra en homocigosis ya que se observa un solo pico en la secuenciación. (B) 
Comparación de secuencias en diferentes especies mediante la herramienta informática Clustal Omega  (EMBL-EBI:  
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) de la región de la proteína GATC donde se encuentra la mutación. Los 
aminoácidos conservados en todas las especies representadas se indican en negrita y sombreados en gris mientras que 
aquellos conservados en 6 de las 7 especies se indican con un asterisco (*). Se destaca el aminoácido metionina que se 
encuentra en la posición 78 en la proteína GATC humana que cambia a arginina en el paciente. Las referencias de 
Uniprot-KB de las diferentes proteínas son: O43716 (Homo sapiens), G1SY25 (Oryctolagus cuniculus), H9G6S2 (Anolis 
carolinensis), K7FWB7 (Pelodiscus sinensis), U3JYN4 (Ficedula albicollis), A2BHB7 (Danio rerio), Q9BI40 (Caenorhabditis 
elegans). 
1.4. Medida del consumo de oxígeno  
En primer lugar, para determinar si la mutación p.M78R podría estar afectando a la maquinaria 
del metabolismo del ADNmt y, por tanto, a la cadena transportadora de electrones, alterando así a 
la respiración mitocondrial, procedimos a medir tanto la respiración basal como máxima en los 
fibroblastos control, NHDF, y los fibroblastos del paciente. Para ello, medimos la respiración 
mitocondrial por respirometría de alta resolución (Figura 10). Los resultados mostraron que tanto 
la respiración basal como la capacidad máxima respiratoria (tratando las células con el desacoplante 
de la cadena respiratoria FCCP) estaban reducidas un 22% y un 16,7% respectivamente en los 
fibroblastos del paciente comparados con la línea control. Estos datos confirman una afectación 
moderada aunque significativa de la función mitocondrial en este sistema celular como 
consecuencia de la mutación en el gen GATC. 
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Figura 10. Medida del consumo de oxígeno por respirometría de alta 
resolución. Las medidas del consumo de oxígeno (pmoles de O2/min) se 
realizaron en 2x106 células. Se muestra tanto la respiración basal como la 
respiración máxima tras añadir FCCP. Los valores se expresan como porcentaje 
de las medidas de los fibroblastos procedentes del paciente (P) con respecto a la 
línea control NHDF (C) y representan las medias ± DE (n=5). El grado de 
significación estadística se muestra como *p<0,05 y **p<0,01 (prueba t de 
student) en relación a la línea control. 
1.5. Medida del potencial de membrana interna mitocondrial 
Como ya se ha comentado anteriormente, la transferencia de electrones a través de los distintos 
complejos de la CR está acoplada a un bombeo de protones por los complejos I, III y IV desde la 
matriz mitocondrial al espacio intermembrana, generando así un gradiente electroquímico a través 
de la MIM, conocido también como potencial de membrana interna mitocondrial (Ψm) o MIMP. 
La medida de este potencial, por tanto, correlaciona con la función de la CR, viéndose disminuido 
cuando hay un descenso del flujo de electrones a través de la CR con la consiguiente disminución 
del bombeo de protones. Es importante destacar que en una situación de disfunción extrema de la 
CR, como es el caso de las células ρ0 que carecen de ADNmt, el MIMP es aproximadamente el 60-
65% de la línea salvaje (observación personal). Por este motivo, y con el objetivo de continuar el 
estudio de la función mitocondrial de los fibroblastos del paciente, cuantificamos el MIMP tanto en 
la línea control como en los fibroblastos procedentes del paciente mediante citometría de flujo. 
Para ello utilizamos TMRE, una sonda fluorescente dependiente del potencial (Figura 11). Los 
resultados mostraron una disminución significativa de alrededor del 14% en los fibroblastos 
portadores de la mutación con respecto al control. Al añadir FCCP observamos cómo en ambas 
líneas el potencial de membrana desaparece. Estos datos confirman de nuevo una afectación de la 
función mitocondrial producida por una mutación en el gen GATC.  
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Figura 11. Medida del potencial de membrana interna mitocondrial. Las 
medidas del MIMP se realizaron por citometría de flujo utilizando la sonda 
fluorescente TMRE. Los valores se expresan como porcentaje de las medidas de 
los fibroblastos procedentes del paciente (P) con respecto a la línea control 
NHDF (C) y representan las medias ± DE (n=8). El MIMP se disipó utilizando 
FCCP. El grado de significación estadística se muestra como ***p<0,001 (prueba t 
de student) en relación a la línea control. 
1.6. Medida de la producción de ATP, especies reactivas del oxígeno (ROS), 
lactato y actividad de los complejos de la cadena respiratoria.  
Continuando con la caracterización funcional de los fibroblastos del paciente medimos la 
síntesis de ATP total, citosólica y mitocondrial así como la producción de ROS mitocondriales y la 
producción de lactato. También cuantificamos la actividad de los complejos I, II, III y IV de la CR, 
utilizando la actividad de la enzima mitocondrial citrato sintasa como medida de la masa 
mitocondrial. En ningún caso observamos diferencias significativas entre ambas líneas (datos no 
mostrados).  
1.7. Análisis de los niveles de la proteína GATC 
Como hemos observado en la Figura 9 el aminoácido metionina en la posición 78 es un residuo 
conservado a lo largo de la evolución, sugiriendo que podría tener un papel importante en la 
función de la misma. Con el objetivo de analizar el efecto de la mutación p.M78R en los niveles de 
GATC, los extractos proteicos mitocondriales tanto de la línea control como de los fibroblastos 
afectados se analizaron mediante electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) seguida de Western 
blot utilizando un anticuerpo específico que reconoce a esta proteína (Figura 12A). Los resultados 
mostraron que la mutación en los fibroblastos del paciente produce una disminución muy marcada, 
de alrededor del 70%, de los niveles estacionarios de GATC. La cuantificación de las señales de 
cinco experimentos independientes y su normalización respecto al control de carga VDAC 
revelaron una disminución de la proteína GATC en los fibroblastos del paciente estadísticamente 
significativa, sugiriendo que la mutación pueda estar provocando una caída en la estabilidad de la 
proteína (Figura 12B).  
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Figura 12. Cuantificación mediante Western blot de los niveles de la proteína GATC en la 
línea control y en los fibroblastos portadores de una mutación en GATC. (A) Se separaron 
mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% 50 µg de proteínas procedentes de 
mitocondrias purificadas. Se muestra Western blot representativo en el que se analizaron los niveles 
de GATC tanto en los fibroblastos control (C) como en los del paciente (P). Como control de 
carga se utilizó la proteína mitocondrial VDAC. (B) Densitometría de las señales de cinco 
experimentos independientes. Los valores se normalizaron respecto al control de carga VDAC. 
Los datos se representan como la media ± DE del análisis de cada línea relativizada frente a la línea 
control. El grado de significación estadística se muestra como ***p<0,001 (prueba t de student) en 
relación a la línea control.  
1.8. Análisis de los niveles estacionarios de las proteínas GATA y GATB 
Dado que la actividad glutamil-ARNtGln amidotransferasa es llevada a cabo por la enzima 
heterotrimérica GATA-GATB-GATC (GatCAB) y la mutación p.M78R en GATC que porta el 
paciente causa una disminución en los niveles estacionarios de esta proteína, nuestra siguiente 
aproximación fue analizar los niveles de las otras dos subunidades que constituyen la enzima: 
GATA y GATB. Los extractos proteicos mitocondriales en el caso de GATA y extractos proteicos 
totales en el caso de GATB, se analizaron mediante SDS-PAGE y posterior Western blot utilizando 
anticuerpos específicos para cada proteína (Figura 13). En ambos casos observamos que la falta de 
GATC provoca una caída significativa de alrededor del 50% de GATA y GATB con respecto a la 
línea control. Estos datos podrían sugerir que una disminución de la subunidad GATC esté 
provocando una desestabilización del trímero GatCAB y que ello conduzca a la degradación o al 
aumento de la inestabilidad del resto de subunidades que conforman la enzima.   
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Figura 13. Cuantificación mediante Western blot de los niveles de las proteínas GATA y GATB en la línea 
control y en los fibroblastos portadores de una mutación en GATC. (A) Se separaron mediante SDS-PAGE en 
geles de poliacrilamida al 10% 50 µg de proteínas procedentes de mitocondrias purificadas. En el panel de la izquierda 
se muestra Western blot representativo en el que se analizaron los niveles de GATA tanto en los fibroblastos control (C) 
como en los del paciente (P). Como control de carga se utilizó la proteína mitocondrial VDAC. En el panel de la 
derecha se muestran los resultados de la densitometría de las señales de tres experimentos independientes. Los valores 
se normalizaron respecto al control de carga VDAC. (B) Se separaron 50 µg de proteínas procedentes de extracto 
celular total mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10%. En el panel de la izquierda se muestra Western blot 
representativo en el que se analizaron los niveles de GATB tanto en los fibroblastos control (C) como en los del 
paciente (P). Como control de carga se utilizó la proteína citoplasmática α-tubulina. En el panel de la derecha se 
muestran los resultados de la densitometría de las señales de cinco experimentos independientes. Los valores se 
normalizaron respecto al control de carga α-tubulina. En ambos casos los datos se representan como la media ± DE 
del análisis de cada línea relativizada frente a la línea control. El grado de significación estadística se muestra como 
*p<0,05 y ***p<0,001 (prueba t de student) en relación a la línea control.  
1.9. Análisis de los niveles de los ARNm de QRSL1, GATB y GATC 
Para descartar que la disminución en los niveles de estas proteínas pudiera ser el resultado de un 
efecto regulador sobre la expresión de los genes QRSL1 (que codifica la proteína GATA), GATB y 
GATC, analizamos los niveles de sus ARNm. Para ello realizamos RT-qPCR utilizando 
oligonucleótidos específicos para cada uno de ellos. Los resultados mostraron que la disminución 
de los niveles de proteína observados no estaba causada por una disminución en la transcripción de 
los genes correspondientes con respecto a la línea control (Figura 14). 
 
Figura 14. Análisis de los niveles de los ARNm de QRSL1, GATB y GATC en la línea control 
y los fibroblastos portadores de una mutación en GATC. Se muestran los resultados obtenidos 
de la RT-PCR cuantitativa de los ARNm de QRSL1, GATB y GATC utilizando oligonucleótidos 
específicos para cada uno de ellos tanto en la línea control (C) como en los fibroblastos del paciente 
(P). Los niveles de ARNm se normalizaron frente a los niveles del control endógeno HPRT1 y los 
datos se representan como la media ± DE de cada línea relativizada frente a la línea control.  
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Estos datos corroboran que la estabilidad de las proteínas GATA y GATB se ve disminuida 
como consecuencia de la disminución de los niveles estacionarios de GATC. 
1.10. Análisis de la síntesis de las proteínas mitocondriales de novo 
Nuestro siguiente objetivo fue determinar si la disminución en los niveles de las subunidades 
que constituyen la enzima GatCAB podría estar causando algún efecto en la síntesis de novo de las 
proteínas codificadas en el ADNmt. Para ello se marcaron in vivo los productos de la traducción 
mitocondrial incubando las células con metionina marcada con el radioisótopo 35S en presencia de 
un agente bloqueante de la traducción citoplasmática como es la emetina (ver apartado Materiales y 
Métodos) tanto en la línea de fibroblastos control NHDF como en los fibroblastos portadores de 
la mutación en GATC. Tras realizar un pulso de marcaje durante 90 minutos, las proteínas 
mitocondriales recién sintetizadas se separaron mediante SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 
17,5% y la señal se detectó mediante autorradiografía directa de los geles (Figura 15). Los 
resultados mostraron un defecto generalizado en la síntesis de proteínas mitocondriales en los 
fibroblastos del paciente, que llega a estar disminuida de manera global hasta un 70% respecto a la 
línea control. Como control de carga el gel fue teñido con el colorante azul de Coomassie. Estos 
datos confirman las consecuencias moleculares producidas por la mutación p.M78R en la proteína 
GATC. 
 
Figura 15. Biosíntesis de las proteínas mitocondriales en los fibroblastos control y en los 
fibroblastos portadores de la mutación p.M78R en GATC. La síntesis de proteínas citosólicas 
se inhibió con 100 µg/ml de emetina. Las proteínas mitocondriales se marcaron con 35S-metionina 
en un pulso de 90 minutos como se describe en materiales y métodos. Se separaron 100 µg de las 
proteínas marcadas de la línea control (C) y de los fibroblastos del paciente (P) mediante SDS-
PAGE en geles de poliacrilamida al 17,5%. Se muestra una autorradiografía directa de los geles 
representativa. Como control de carga se realizó la tinción del gel con azul de Coomassie (CBS). 
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1.11. Cuantificación de los niveles estacionarios de las proteínas OXPHOS 
Los resultados obtenidos tras el análisis de la biosíntesis de las proteínas mitocondriales de novo 
en los fibroblastos del paciente indican que una disminución en las subunidades que constituyen el 
trímero GatCAB tiene un gran impacto en el proceso de traducción mitocondrial, corroborando la 
importancia de la ruta de transamidación en la mitocondria humana para formar el Gln-ARNtGln-
mt. Esta diminución tan marcada en la tasa de síntesis de las proteínas mitocondriales debería 
afectar a los niveles estacionaros de las mismas. Para comprobarlo analizamos los extractos 
proteicos totales mediante SDS-PAGE y posterior Western blot utilizando anticuerpos específicos 
para diferentes proteínas que forman parte del sistema OXPHOS, algunas de ellas codificadas en el 
ADNmt (Figura 16). Cabe destacar que las proteínas OXPHOS NDUFB8 (subunidad del CI) y 
UQCRC2 (subunidad del CIII) son muy inestables si no están formando parte del complejo 
ensamblado, y un descenso en los niveles del complejo da lugar a una disminución en los niveles de 
las subunidades individuales. Por ello, a pesar de que NDUFB8 y UQCRC2 están codificadas en el 
ADNn podríamos esperar que una disminución en las proteínas ND1-6 (CI) y Cytb (CIII) , las 
cuales están codificadas en el ADNmt, también pueda provocar una disminución en los niveles de 
NDUFB8 y UQCRC2, respectivamente. Sin embargo, sorprendentemente, no se observaron 
variaciones en los niveles estacionarios de ninguna de las proteínas analizadas a pesar de que los 
niveles de GATA, GATB y GATC así como la biosíntesis de proteínas codificadas en el ADNmt 
se encuentren significativamente reducidos. Estos datos podrían explicar el hecho de no observar 
diferencias significativas ni en la producción de ATP, de los ROS mitocondriales, de lactato ni 
tampoco en la actividad de los diferentes complejos de la CR.   
 
Figura 16. Análisis de los niveles de las subunidades de los complejos del sistema OXPHOS mediante 
Western blot. Se separaron 50 µg de extractos proteicos procedentes de lisados celulares de la línea control (C) y del 
paciente (P) mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%. Se muestra Western blot representativo en el que se 
analizaron los niveles de las subunidades ATP5A1 del complejo V, SDHB del complejo II, UQCRC2 del complejo III, 
COX1 y COX2 del complejo IV y NDUFB8 y ND1 del complejo I. Como control de carga se utilizó la proteína 
citosólica α-tubulina.  
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1.12. Análisis de la estabilidad de las proteínas mitocondriales  
Una posible explicación a este resultado en el que se observa que los niveles estacionarios de 
algunas de las proteínas codificadas en el ADNmt como son COX1, COX2 y ND1 no presentan 
cambios en los fibroblastos del paciente, a pesar de presentar una tasa de síntesis disminuida, es un 
incremento en la estabilidad de las subunidades de la CR. Para analizar la estabilidad de estas 
proteínas, se llevó a cabo un experimento de pulso y caza para ver diferencias en la estabilidad a las 
48 horas de marcaje. Sin embargo, en este tiempo analizado no se encontraron diferencias (datos 
no mostrados).  
Para analizar la estabilidad en un periodo más largo de tiempo, se crecieron los fibroblastos 
control NHDF y los fibroblastos del paciente en presencia del inhibidor de la traducción 
mitocondrial cloranfenicol. Para ello, se incubaron las células 0, 2, 4, 8, 16, 24, 48, 72, 96 y 120 
horas en medio DMEM suplementado con cloranfenicol a una concentración de 50 µg/ml. A 
continuación, los lisados celulares se analizaron mediante SDS-PAGE y posterior Western blot 
utilizando anticuerpos específicos para las subunidades OXPHOS (Figura 17). 
 
Figura 17. Análisis de las proteínas OXPHOS a distintos tiempos de incubación con el inhibidor de la 
traducción mitocondrial cloranfenicol. Tanto los fibroblastos control (NHDF) como los fibroblastos del paciente 
se crecieron en medio DMEM suplementado con 50 µg/ml de cloranfenicol los tiempos indicados (horas en 
cloranfenicol). Se separaron 50 µg de extractos proteicos procedentes de los lisados celulares mediante SDS-PAGE en 
geles de poliacrilamida al 12%. Se muestra Western blot representativo en el que se analizaron los niveles de las 
subunidades ATP5A1 del complejo V, SDHB del complejo II, COX1 y COX2 del complejo IV y NDUFB8 del 
complejo I. Como control de carga se utilizó la proteína citosólica β-actina. 
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Los resultados mostraron que NDUFB8, COX1 y COX2 presentan mayor estabilidad en los 
fibroblastos mutantes con respecto a la línea control. Cabe destacar que la subunidad SDHB 
pertenece al complejo II, el cual no presenta subunidades codificadas en el ADNmt. Por tanto, en 
principio, sus niveles deberían ser independientes de los niveles de las proteínas OXPHOS 
codificadas en el ADNmt. Por este motivo, los niveles de SDHB no mostraron diferencias. Del 
mismo modo, los niveles de la subunidad ATP5A1 también son independientes al proceso de 
traducción mitocondrial, ya que esta proteína forma parte de la región F1 del complejo V que es 
capaz de ensamblarse en ausencia de las subunidades codificadas en el ADNmt (a y A6L). Por ello, 
los niveles de ATP5A1 tampoco mostraron diferencias entre los fibroblastos del paciente y del 
individuo sano tras el tratamiento con cloranfenicol.   
Para descartar que el aumento en la estabilidad de las proteínas mitocondriales se debiese a una 
posible disminución de la proteasa mitocondrial principal, LONP1, en los fibroblastos portadores 
de la mutación en GATC procedimos a analizar por SDS-PAGE y Western blot los niveles de dicha 
proteína. Sin embargo, los resultados no mostraron cambios (datos no mostrados).  
Con objeto de profundizar en la afectación de la síntesis de las proteínas mitocondriales como 
consecuencia de la mutación c.233T>G en GATC, procedimos a analizar la cinética de 
recuperación de los niveles de dichas proteínas tras deplecionarlas utilizando previamente el 
antibiótico cloranfenicol (Figura 18). Tras crecer las células durante 6 días en presencia del 
inhibidor de la traducción mitocondrial éste se retiró, y las células se crecieron 10, 16, 24 y 48 horas 
en medio DMEM completo sin cloranfenicol. También se recogieron las células que habían crecido 
6 días exclusivamente en presencia del inhibidor (tiempo 0). Tras analizar los lisados celulares 
mediante Western blot pudimos observar que tanto las proteínas COX1 y COX2, codificadas en el 
ADNmt, como UQCRC2 y NDUFB8, codificadas en el ADNn, desaparecen completamente 
después de incubar las células 6 días en presencia de cloranfenicol. Los resultados mostraron que 
tanto la línea control como los fibroblastos afectados recuperan paulatinamente los niveles de las 
proteínas durante las 48 horas posteriores a la retirada del cloranfenicol y, además, ambas líneas lo 
hacen de una manera similar sin mostrar diferencias significativas en la cinética de recuperación de 
las proteínas OXPHOS. De nuevo, SDHB y ATP5A1, independientes de la traducción 
mitocondrial, permanecieron estables durante el ensayo.  
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Figura 18. Cinética de recuperación de los niveles de las subunidades OXPHOS tras la retirada del inhibidor 
de la traducción mitocondrial cloranfenicol. Los fibroblastos control, NHDF, y los fibroblastos del paciente 
crecieron durante 6 días en medio DMEM que contenía 50 µg/ml de cloranfenicol. A continuación, ambas líneas se 
crecieron en medio DMEM sin cloranfenicol los tiempos indicados (horas tras la retirada de Cf). Se separaron 50 µg de 
los extractos proteicos procedentes de los lisados celulares mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%. Se 
muestra Western blot representativo en el que se analizaron los niveles y la cinética de recuperación de las subunidades 
ATP5A1 del complejo V, SDHB del complejo II, UQCRC2 del complejo III, COX1 y COX2 del complejo IV y 
NDUFB8 del complejo I. Como control de carga se utilizó la proteína citosólica β-actina. Cf: cloranfenicol. 
Una posible explicación de no observar diferencias en la cinética de recuperación de las 
proteínas OXPHOS entre ambas líneas podría ser la presencia de una cantidad y actividad 
remanente de la enzima GatCAB que estuviese sintetizando una fracción del Gln-ARNtGln-mt. El 
ARNt aminoacilado, como ocurre con otros precursores de la traducción, se podría estar 
acumulando cuando la traducción mitocondrial se encuentra inhibida por cloranfenicol, dando 
como resultado una recuperación inmediata en la cinética de síntesis de las subunidades OXPHOS 
tras su retirada.  
Para confirmar una posible acumulación de Gln-ARNtGln-mt, volvimos a analizar la síntesis de 
las proteínas mitocondriales de novo. En este caso realizamos los marcajes con 35S-metionina a 
distintos tiempos tras la incubación y retirada del inhibidor de la traducción mitocondrial 
cloranfenicol (Figura 19). 
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Figura 19. Biosíntesis de las proteínas mitocondriales a distintos tiempos tras la retirada del 
cloranfenicol. Los fibroblastos control, NHDF, y los fibroblastos del paciente se crecieron durante 6 días en 
medio DMEM que contenía 50 µg/ml de cloranfenicol. A continuación, ambas líneas se crecieron en medio 
DMEM sin cloranfenicol los tiempos indicados (0 horas, 1,5 horas y 10 horas). ST representa a las células sin 
tratar con cloranfenicol. La síntesis de proteínas citosólicas se inhibió con 100 µg/ml de emetina y las 
proteínas mitocondriales se marcaron con 35S-metionina en un pulso de 90 minutos como se describe en 
materiales y métodos. Se separaron 100 µg de las proteínas marcadas de la línea control (C) y los fibroblastos 
del paciente (P) mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 17,5% que fueron analizadas 
posteriormente por autorradiografía directa. Como control de carga se realizó la tinción del gel con azul de 
Coomassie (CBS). Cf: cloranfenicol. 
Los resultados obtenidos mostraron que los fibroblastos crecidos durante 6 días en 
cloranfenicol tienen inhibida completamente la traducción mitocondrial (carriles 1 y 2). Tras 6 días 
de incubación con el antibiótico, éste se retiró y seguidamente se realizó el marcaje con 35S-
metionina durante 90 minutos. En estas condiciones, observamos que la tasa de síntesis de novo de 
las proteínas mitocondriales era muy similar en ambas líneas, lo que sugeriría una disponibilidad 
similar de los ARNt aminoacilados, incluyendo el Gln-ARNtGln-mt (carriles 3 y 4), tal y como 
habíamos hipotetizado. Sin embargo, esta rápida tasa de síntesis inicial no se mantiene en los 
fibroblastos del paciente tras las 10 horas de la retirada del cloranfenicol, momento en el que la 
diferencia con la línea control se hace más evidente, muy probablemente debido a la menor 
disponibilidad del Gln-ARNtGln-mt en los fibroblastos afectados, cuyo ratio 
consumo/remplazamiento es mayor (carriles 5 y 6). Esta diferencia, se hace aún más marcada en 
las células que no han sido sometidas al tratamiento con cloranfenicol (carriles 7 y 8), como ya 
hemos observado anteriormente (Figura 15). En resumen, podemos afirmar que los fibroblastos 
portadores de la mutación c.233T>G en GATC tienen una actividad remanente de la enzima 
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GatCAB que aminoacila el ARNtGln formando Gln-ARNtGln-mt. Este ARNt aminoacilado se 
acumula tras un bloqueo de la traducción mitocondrial transitorio en cantidades suficientes como 
para sustentar una síntesis de proteínas similar a los fibroblastos control durante un periodo corto 
de tiempo una vez se retira el inhibidor de la traducción. Sin embargo, la generación de novo del 
Gln-ARNtGln-mt es insuficiente para mantener la síntesis de proteínas a unos niveles como los que 
presenta la línea control a lo largo del tiempo.  
Por otro lado, en este experimento (Figura19) pudimos observar que a las 10 horas tras la 
retirada del cloranfenicol las diferencias en la síntesis de proteínas mitocondriales de novo entre los 
fibroblastos control y afectados son bastante marcadas, sin embargo en la cinética de recuperación 
de las proteínas OXPHOS mostrada en la Figura 18 no observamos diferencias entre ambas líneas. 
Estos datos, en principio contradictorios, sugerirían de nuevo la posibilidad de un incremento en la 
estabilidad de las proteínas mitocondriales de los fibroblastos portadores de una mutación en 
GATC.  
1.13. Medida del número de copias del ADNmt 
Para evaluar los niveles de ADNmt en los fibroblastos del paciente que pudiesen dar una 
explicación adicional en relación a los altos niveles de las subunidades OXPHOS pese a 
encontrarse la tasa de síntesis de las proteínas codificadas en el ADNmt gravemente afectada, 
procedimos a analizar el número de copias de ADNmt mediante PCR cuantitativa absoluta en la 
que se analizaron los niveles del gen del ARNr mitocondrial 12S frente a los niveles de ADN 
nuclear analizando los niveles de ARNasaP (Figura 20). 
 
Figura 20. Cuantificación del número de copias del ADNmt. Mediante PCR cuantitativa a 
tiempo real se determinó el número de copias de ADNmt de la línea control (C) y del paciente (P) 
utilizando sondas específicas para el gen ARNr 12S mitocondrial y se relativizó frente a la cantidad 
de ADNn, que se determinó utilizando sondas específicas para la ARNasa P nuclear. Los valores 
representan la medias ± DE (n=3). El grado de significación estadística se muestra como *p<0,05 
(prueba t de student) en relación a la línea control. 
Pese a no haber observado diferencias significativas entre ambas líneas en la actividad de la 
enzima citrato sintasa que, como se ha comentado previamente se utiliza frecuentemente como 
marcador de la masa mitocondrial, en este ensayo sí observamos un mayor número de copias de 
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ADNmt estadísticamente significativo en los fibroblastos del paciente. Este resultado podría 
indicar un efecto compensatorio por parte de los fibroblastos afectados para suavizar los efectos 
adversos de la mutación.   
1.14. Análisis de la aminoacilación del ARNtGln-mt 
Nuestro último objetivo fue determinar el impacto de la mutación p.M78R en GATC en la 
aminoacilación del ARNtGln mitocondrial. Para ello, gracias a la colaboración con el Dr. Michal 
Minczuk (Cambridge, UK) donde fue realizado este experimento, se analizó el ARN extraído de los 
fibroblastos primarios mediante Northern blot. Cabe destacar que en la línea celular humana HeLa se 
ha observado que defectos en la transamidación de Glu-ARNtGln da lugar a una rápida deacilación 
de este precursor, resultando en una reducción del conjunto de Gln-ARNtGln-mt210. Los datos 
mostraron que no existen diferencias en la aminoacilación del ARNtGln-mt en las muestras de ARN 
del paciente con respecto a las líneas control tras su crecimiento en medio DMEM suplementado 
con glutamina (Figura 21A).  
 
Figura 21. Análisis de la aminoacilación del ARNtGln mitocondrial mediante Northern blot. Se separaron 10 µg 
de ARN de dos líneas de fibroblastos control (C1 y C2) y de los fibroblastos del paciente (P) mediante Urea-PAGE en 
geles de poliacrilamida al 6,5%. Tras realizar la transferencia a membranas de nitrocelulosa, se incubaron con sondas 
específicas de los ARNt indicados marcadas con 35P. Las señales fueron detectadas con phosphor imaging (Typhoon). En 
(A) se muestra el experimento realizado a partir de fibroblastos crecidos en medio con un contenido alto en glutamina 
y en (B) se muestran los resultados obtenidos a partir de fibroblastos crecidos en medio DMEM sin glutamina añadida. 
dAc indica un control deacilado. 
Como la glutamina es el donador de amidas de la enzima GatCAB, siendo por tanto un cofactor 
de la misma, altos niveles de este aminoácido en el medio podría facilitar la actividad remanente 
que pueda estar teniendo esta enzima en los fibroblastos del paciente. Por el contrario, una 
reducción en la disponibilidad de glutamina estaría limitando la ya limitada actividad de la enzima 
GatCAB del mutante para producir suficiente Gln-ARNtGln-mt. Por este motivo, este experimento 
se realizó de nuevo incubando las células durante 3 días en medio suplementado con todos los 
aminoácidos esenciales a excepción de la glutamina (Figura 21B). En estas condiciones, los 
fibroblastos del paciente mostraron un descenso significativo de la cantidad de ARNtGln cargado 
con glutamina comparado con la línea control. 
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2. Identificación de nuevos genes implicados en la función OXPHOS 
En este apartado se exponen los resultados obtenidos de la identificación de C6orf203 como gen 
candidato a participar en la función OXPHOS y la caracterización parcial de su función en la línea 
celular HEK293T mediante la tecnología CRISPR/Cas9.   
2.1. Estudio in silico de genes candidatos implicados en la función mitocondrial 
El punto de partida de esta segunda parte de la tesis doctoral se encuentra en varios proyectos 
previamente desarrollados en nuestro grupo. En estos trabajos se encontraron en varias ocasiones 
genes implicados en la función OXPHOS codificados en bicistrones en Drosophila melanogaster, 
como ocurre en el caso de GatC. Así, se planteó el rastreo de los bicistrones de Drosophila como 
herramienta de identificación de nuevos genes OXPHOS candidatos, además de ser responsables 
de patologías mitocondriales aún no diagnosticadas molecularmente como queda demostrado en el 
capítulo anterior. 
Por este motivo, nuestra primera aproximación para desarrollar el objetivo general propuesto de 
esta tesis doctoral fue realizar la búsqueda de genes no descritos que se encontraban en estos 
bicistrones y tuviesen una alta probabilidad de codificar proteínas de destino mitocondrial. Para ello 
seguimos una serie de etapas que vienen resumidas en la siguiente figura (Figura 22). 
 
Figura 22.  Diagrama de flujo en el proceso de identificación de nuevos genes 
implicados en la función OXPHOS. 
Tal y como se ha comentado en el apartado 4.2 de la introducción de esta tesis doctoral se 
estima que exite al menos un centenar de genes en Drosophila183 que siguen esta distribución dentro 
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de su genoma por lo que procedimos a extraer de la base de datos del genoma de Drosophila Flybase 
(http://flybase.org/) todos aquellos genes anotados como bicistrones. Tras confirmar la estructura 
real de éstos haciendo uso bien de otros navegadores genómicos (Ensembl, UCSC) o mediante RT-
PCR, asignamos a cada gen un nivel de interés, alto o bajo, en función de si cumplían los siguientes 
criterios: 
1) La proteína debe estar conservada evolutivamente y tener un ortólogo humano.  
2) Analizar si la inserción de un elemento transponible en el locus de interés de Drosophila (si 
existe) presenta algún fenotipo característico de disfunción mitocondrial. 
3) La proteína debe carecer de una función asignada. 
4) Deben existir evidencias de un posible destino mitocondrial de la proteína, bien por 
algoritmos como son Mitoprot, TargetP 1.1, PSORT II y Predotar o por la aparición en la 
base de datos MitoCarta. 
5) Análisis de sus potenciales interactores en el programa informático STRING o en la base de 
datos de genes del NCBI.  
6) Análisis del tamaño de la proteína y posibles dominios conservados, siendo aquellas de 
menor tamaño y con dominios transmembrana las que cobran más interés.  
Cabe destacar que todos estos criterios son elementos de valoración. Excepto el punto 1 ningún 
otro criterio es decisivo en la elección. Los criterios 2 y 4 son importantes y el 3 queda sujeto al 
peso de la información disponible. 
Tras un primer análisis de alrededor de 70 bicistrones obtuvimos un grupo de genes que, en 
base a nuestros criterios, podrían ser de alto interés para su estudio. Finalmente decidimos 
continuar este trabajo con la proteína CG4884, cuyo ortólogo humano es C6orf203. 
2.2. CG4884 de Drosophila es una proteína potencialmente mitocondrial. 
El gen CG4884 se encuentra en un ARNm bicistrónico junto con CG42487, siendo éste el que 
se localiza en el extremo 5’ del ARNm (Figura 23). CG42487 codifica una proteína de 309 
aminoácidos que sólo se encuentra en Drosophila, no presentando ningún ortólogo en otras 
especies. Tampoco presenta dominios conservados ni secuencia de localización mitocondrial de 
acuerdo a las herramientas informáticas utilizadas. Sin embargo, CG4884 codifica una proteína de 
189 aminoácidos (Referencia en Uniprot-KB: Q9VAX9) y los algoritmos informáticos utilizados le 
asignan una alta probabilidad (~95%) de tener una localización mitocondrial. De hecho posee una 
secuencia de localización mitocondrial (SLM) en el extremo amino terminal de 16 aminoácidos que, 
probablemente, determinará el destino de esta proteína a este orgánulo.  
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Figura 23.  Representación esquemática de la unidad transcripcional bicistrónica de los 
genes CG42487 y CG4884  de Drosophila. Los rectángulos representan exones y la líneas entre 
ellos intrones. En naranja se detalla la secuencia codificante de CG42487 y en morado los exones 
que forman parte de la secuencia codificante de CG4884. En gris se muestran las regiones no 
traducidas.   
Otra característica adicional que también nos llevó a analizar en más profundidad este gen es el 
hecho de que esta proteína posee un dominio conservado que pertenece a la superfamilia de unión 
a ARN S4 (IPR036986, Interpro) entre los aminoácidos 73 y 168. Este dominio se encuentra en la 
proteína ribosómica S4 de bacterias, en la proteína ribosomal eucariota S9, en dos familias de 
pseudouridina sintetasas, en una nueva familia de ARN metilasas, en la tirosil-ARNt sintetasa 
bacteriana y en un número de proteínas pequeñas sin caracterizar implicadas en la maquinaria de 
traducción. Siendo, por tanto, un dominio que probablemente medie la unión a ARN. Asimismo, el 
buscador de dominios conservados del NCBI206, le asigna un dominio de unión a ARN que 
pertenece a la superfamilia YlmH que se detallará en el siguiente apartado.  
2.3. CG4884 se encuentra conservada evolutivamente y presenta un ortólogo 
humano: C6orf203 
Al observar que esta proteína se encuentra conservada evolutivamente y presenta un ortólogo 
en humanos, C6orf203, decidimos continuar con su estudio.  
Tras confirmar en las bases de datos que C6orf203 se encuentra presente en humanos 
procedimos a comparar su secuencia de aminoácidos en diferentes especies utilizando la 
herramienta informática Clustal Omega (EMBL-EBI: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
Los análisis comparativos mostraron que esta proteína se encuentra conservada en metazoos, desde 
D.melanogaster hasta humanos (Figura 24). Asimismo, este estudio mostró que C6orf203 se 
encuentra ausente en bacterias, hongos, plantas o eucariotas inferiores como Sacharomyces cerevisiae.  
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Figura 24. Alineamiento mediante Clustal Omega de la secuencia de aminoácidos de la proteína 
C6orf203 con diferentes ortólogos. Las referencias de Uniprot-KB de las diferentes proteínas son: Q9P0P8 
(H.sapiens), Q9CQF4 (M.musculus), F1NMS1 (G.gallus), F7AXE1 (X.tropicalis), B7ZD93 (D.rerio), Q9VAX9 
(D.melanogaster). Los asteriscos (*) y color gris oscuro indican aminoácidos completamente conservados 
mientras que los dos puntos (:), puntos (.) y tonos gris claros indican aminoácidos con propiedades químicas 
similares. El dominio de unión a ARN que le asignan las bases de datos se indica subrayado en rojo.  
El gen C6orf203 humano se localiza en el brazo largo del cromosoma 6 (6q21) y, de acuerdo a 
las bases de datos, codifica dos isoformas de 240 y 245 aminoácidos que solo se diferencian en que 
esta última posee cinco aminoácidos adicionales en el extremo amino-terminal y su ARNm tiene 
una región 5’ UTR de mayor longitud. Estas dos isoformas podrían formarse bien por un proceso 
de reordenamiento de los exones alternativo o bien por un inicio de la traducción alternativo, ya 
que el codón de iniciación de la traducción, ATG, de la isoforma de mayor tamaño se encuentra en 
el exón 2, mientras que el ATG inicial de la isoforma corta se encuentra en el exón 3 (Figura 25). 
Cabe destacar que solo la isoforma corta, a la que nos referiremos como isoforma 1, aparece como 
la isoforma validada en Uniprot-KB/Swiss-Prot, siendo su número de acceso Q9P0P8 y teniendo 
un peso molecular teórico de  27,9 kDa. En adelante todos los datos, como la posición de los 
nucleótidos y aminoácidos vendrán referidos a la isoforma 1.  
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Figura 25. Representación esquemática del gen y la proteína C6orf203.  (A) Locus C6orf203 en el 
que se representan los dos posible codones de iniciación de la traducción, ATG, de ambas isoformas. 
Cada uno de los rectángulos representa un exón del gen, los cuales aparecen numerados. En azul se 
muestra la región codificante de la isoforma 1 (isoforma validada en Uniprot-KB/Swiss-Prot), que es 
común a ambas isoformas. En gris se indican las regiones no traducidas en la isoforma 1. Las líneas 
representan los intrones. (B) La isoforma 1 de C6orf203, Q9P0P8, está constituida por 240 aminoácidos. 
En rojo se destaca el dominio de unión a ARN asignado por las bases de datos, que se encuentra entre los 
aminoácidos indicados (141-227). También se muestra la secuencia de localización mitocondrial en el 
extremo amino-terminal asignada en la herramienta informática Mitoprot (SLM), que se extiende hasta el 
aminoácido 85.  
La herramienta informática Mitoprot asigna a C6orf203 una localización mitocondrial, 
detectando una SLM en los primeros 85 aminoácidos, del mismo modo que también aparece en la 
base de datos del proteoma mitocondrial MitoCarta 2.0156 tanto de humano como de ratón 
(referencia Uniprot-KB en ratón: Q9CQF4). Asimismo, al igual que su ortólogo en Drosophila, el 
buscador de dominios conservados del servidor NCBI206 asignan a C6orf203 un dominio de unión 
a ARN tipo S4 característico de la superfamilia YlmH. La proteína YlmH está presente en 
bacterias, algas y plantas211, y no se había identificado hasta el momento ninguna proteína humana 
que presentara un dominio similar. En el alineamiento de la secuencia de aminoácidos de los 
distintos ortólogos se observa que es precisamente este dominio el que mantiene una mayor 
conservación evolutiva (Figura 24).  
Durante el inicio de este trabajo también pudimos observar que existen dos pseudogenes de 
C6orf203 en el genoma humano. La secuencia de nucleótidos de ambos tiene una alta homología 
con la secuencia de ADN complementario (ADNc) de C6orf203. El primero de los pseudogenes se 
encuentra en el mismo cromosoma 6, concretamente en la posición citogenética 6q25.2 (Ensembl: 
LOC100129996). Al analizar su secuencia mediante la herramienta informática ORFfinder del NCBI 
(https://www.ncbi. nlm.nih.gov/orffinder/) pudimos observar que no posee ninguna pauta abierta 
de lectura (ORF, Open Reading Frame) porque presenta gran cantidad de codones de parada. El 
segundo pseudogen se encuentra en el cromosoma 21, en la posición 21q22.11 (Ensembl: 
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AP000563) y, al contrario que el primero, al analizar su secuencia observamos que posee una ORF 
que podría dar lugar a una proteína con una composición de aminoácidos similar a la de C6orf203 
y a la que se le asigna también una localización mitocondrial (98%) en el algoritmo Mitoprot 
(Figura 26). 
 
Figura 26. Comparación de la secuencia de aminoácidos de C6orf203 con la posible proteína codificada 
por el pseudogen de C6orf203 presente en el cromosoma 21. Los residuos conservados en ambas proteínas 
están indicados con un asterisco (*) y en color gris oscuro. En tonos gris claros, los dos puntos (:) y el punto (.) se 
indican residuos con un menor grado de similitud pero con propiedades químicas parecidas. En blanco se indican 
los residuos no conservados. C6orf203: Q9P0P8. PseduogenCr21: secuencia de aminoácidos teórica del 
pseudogen de C6orf203 localizado en el cromosoma 21 empleando la herramienta informática ORFfinder.  
2.4. Caracterización funcional de C6orf203 en la línea celular humana HEK293T 
Puesto que C6orf203 se encuentra presente en humanos, no tiene una función asignada y es 
potencialmente mitocondrial, consideramos que es un buen candidato de estudio por lo que 
proseguimos la caracterización funcional de esta proteína en la línea celular humana HEK293T, 
derivada de riñón humano embrionario. Se eligió esta línea celular por su alta capacidad 
respiratoria, su elevada frecuencia de transfección y por la alta expresión del ARNm de C6orf203 en 
esta línea celular tal y como se indica en GTEx (https://www.gtexportal.org). 
2.4.1. C6orf203 es una proteína localizada en la matriz mitocondrial  
El primer paso en la caracterización funcional de C6orf203 fue comprobar si esta proteína se 
localiza en la mitocondria como así se le asigna en las bases de datos. Para ello, en primer lugar, 
mediante RT-PCR se amplificó el ADNc correspondiente a la isoforma 1 de C6orf203 y se clonó 
en el vector de expresión eucariota pEGFP-N1 fusionado en fase con el extremo N-terminal de la 
proteína verde fluorescente mejorada (EGFP). Se realizaron transfecciones transitorias de la 
construcción tanto en la línea celular HEK293T como en la línea celular humana HeLa, derivada 
de un carcinoma del cuello uterino. A las 24 horas se analizó la señal de la proteína GFP mediante 
microscopía confocal, utilizando como marcador de la red mitocondrial el colorante fluorescente 
Mitotracker Red CMXRos (Invitrogen), dependiente del potencial de membrana mitocondrial.  
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Como muestra la superposición de imágenes de microscopía confocal (Figura 27) la señal de 
C6orf203-GFP colocaliza totalmente con la señal de Mitotracker, confirmando que la proteína 
C6orf203 se localiza en la mitocondria.  
 
Figura 27. Localización subcelular de C6orf203. Las líneas celulares humanas HEK293T (panel 
superior) y HeLa (panel inferior) fueron transfectadas de manera transitoria con la proteína EGFP 
fusionada a la proteína C6orf203. La localización subcelular de C6orf203-GFP (en verde) fue 
analizada mediante microscopía confocal 24 horas después de la transfección. La distribución 
mitocondrial de las células se analizó mediante incubación con el marcador específico mitocondrial 
Mitotracker Red (en rojo). Ambas imágenes se combinaron para mostrar la colocalización de ambas 
señales. Escala de 10 µm en todas las imágenes.   
Con objeto de estudiar con precisión en qué compartimento mitocondrial se encuentra esta 
proteína, procedimos a purificar las mitocondrias y, a continuación, realizamos dos tipos de 
estudios. Por un lado separamos las proteínas de membrana de las proteínas solubles mediante un 
tratamiento alcalino con carbonato de sodio (Na2CO3) y posterior centrifugación. Ambas 
fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE y posterior Western blot (Figura 28A). Como 
muestran los resultados, COX1, proteína de la MIM, aparece en la fracción de proteínas de 
membrana, esto es el sedimento o pellet (P). Por el contrario, la proteína MnSOD mitocondrial, que 
es una proteína de matriz, aparece en la fracción de las proteínas solubles, es decir, en el 
sobrenadante (S), fracción en la que también se encuentra C6orf203. En vista a estos resultados, 
pudimos concluir que C6orf203 es una proteína mitocondrial que no está asociada a membrana. 
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Figura 28. Localización submitocondrial de C6orf203. (A) Análisis mediante Western blot del extracto 
mitocondrial después del tratamiento alcalino a pH 11 con Na2CO3. S: sobrenadante (fracción de proteínas 
solubles). P: sedimento o pellet (fracción de membrana). COX1 y MnSOD son marcadores de la membrana y 
matriz mitocondrial respectivamente. (B) Análisis mediante Western blot del extracto mitocondrial tras el 
tratamiento con proteinasa K en presencia (+) o ausencia (-) de TX-100 o de tampón hipotónico (Swelling). 
OPA1 es una proteína del espacio intermembrana anclada a la MIM. MFN2 es una proteína de la MEM. 
MnSOD y GRSF1 son proteínas de la matriz mitocondrial. PK: Proteinasa K. TX-100: Tritón X-100. MIM: 
membrana interna mitocondrial. MEM: membrana externa mitocondrial.  
El siguiente paso fue discriminar si esta proteína se encuentra en la matriz o en el espacio 
intermembrana, los dos posibles compartimentos donde se localizan las proteínas solubles 
mitocondriales. Para ello, tras purificar las mitocondrias, se trataron con proteinasa K en presencia 
o ausencia de Tritón X-100. La proteinasa K degrada tanto los restos de proteínas citosólicas como 
las que quedan expuestas en la membrana externa mitocondrial pero no las proteínas de membrana 
interna mitocondrial ni las expuestas al espacio intermembrana, ni tampoco las que se encuentran 
en la matriz. La adición del detergente Tritón X-100 rompe las membranas mitocondriales y 
permite a la proteinasa K acceder a todo el contenido mitocondrial, pudiendo así digerirlas. Los 
extractos mitocondriales de las diferentes condiciones experimentales se separaron mediante SDS-
PAGE. A continuación, se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos contra C6orf203 
y contra proteínas de distinta localización submitocondrial (Figura 28B). El tratamiento con 
proteinasa K condujo a la degradación de MFN2, proteína localizada en la MEM. Sin embargo, el 
resto de las proteínas analizadas fueron solo digeridas tras añadir Tritón X-100. Por otro lado, las 
mitocondrias se incubaron en un tampón hipotónico (Swelling) para obtener mitoplastos, que 
carecen de membrana externa mitocondrial. A continuación, se añadió proteinasa K, pudiendo 
observar la digestión parcial de OPA1, proteína del espacio intermembrana anclada a la MIM, y una 
digestión total de MFN2. Sin embargo, las proteínas de la matriz mitocondrial GRSF1 y MnSOD 
quedaron intactas tras el proceso, del mismo modo que le sucede a C6orf203.  
Teniendo en cuenta estos resultados en los que C6orf203 estaba protegida de la digestión por 
proteinasa K tanto en las mitocondrias intactas como en mitoplastos pudimos confirmar que 
C6orf203 es una proteína que se localiza en la matriz mitocondrial. 
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2.4.2. Generación de la línea HEK293T knockout para C6orf203 
Una vez demostrada la localización mitocondrial de C6orf203 y con el objetivo de estudiar la 
función que desempeña esta proteína dentro de la mitocondria, generamos una línea celular 
deficiente para C6orf203 (C6orf203 knockout, KO) mediante la tecnología CRISPR/Cas9, utilizando 
la variante de la proteína Cas9 que porta una mutación en el dominio RuvC (D10A) y actúa como 
nickasa (Cas9n). 
Para llevar a cabo la edición génica se diseñaron dos ARN guía (ARNg) con diana en el exón 3, 
primer exón codificante común a ambas isoformas. Para ello, utilizamos la herramienta informática 
E-CRISP (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/) desarrollada por el laboratorio del Dr. Boutros208. 
Tal y como se detalla en el apartado 2.21.1 de Materiales y Métodos seleccionamos aquella pareja 
de ARNg con menor homología con otras zonas del genoma y aquella con homología completa 
con parte de la secuencia de nucleótidos que codifica el dominio conservado teórico de unión a 
ARN. Elegimos modificar el gen en esta zona específica porque a nivel de proteína es la región que 
presenta mayor conservación evolutiva (Figura 24) sugiriendo que este dominio podría tener un 
papel importante en la función de la misma. Además, haciendo uso de los programas PsiPred212 y 
Phyre2213 pudimos observar que el inicio de este dominio presenta una estructura secundaria de α-
hélice, sugiriendo adicionalmente que puede ser una región importante para su estructura. Uno de 
los ARNg seleccionados se une entre los nucleótidos de la secuencia codificante c.333 y c.352 y el 
siguiente entre los nucleótidos c.429 y c.448, muy próximo al intrón 3. La pareja de ARNg, por 
tanto, se encuentra separada a una distancia de 76 pares de bases (Figura 29).  
 
Figura 29. Región editada del gen C6orf203 por el sistema CRISPR/Cas9n. (A) Representación esquemática del 
gen C6orf203 donde cada uno de los rectángulos representa un exón del mismo. Destacado en rojo se muestra la región 
que codifica el dominio teórico de unión a ARN, que se encuentra entre los nucleótidos c.421 y c.681. (B) Ampliación 
de la secuencia del gen C6orf203 donde se unen los ARNg. En verde se muestra la secuencia de los ARNg homóloga a 
C6orf203.  indica el punto de corte teórico de la proteína Cas9n. En naranja se destaca la secuencia PAM.  
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Tras realizar el clonaje de cada ARNg en el vector PX335, obteniendo los plásmidos a los que 
nombraremos como PX335::ARNg1 y PX335::ARNg2, procedimos a co-transfectar ambos 
vectores en la línea celular HEK293T para que se llevase a cabo la edición de C6orf203 gracias a la 
acción de la Cas9n codificada en este vector. A las 24 horas de la transfección, para comprobar si el 
sistema CRISPR/Cas9n había funcionado correctamente, se extrajo el ADN de parte del conjunto 
de células transfectadas y se realizó una PCR con oligonucleótidos específicos que flanquean la 
zona de unión de los ARNg. En el alelo salvaje (WT, wild type) esta pareja de oligonucleótidos 
amplifica un fragmento de 299 pb. Se pudo observar que en el conjunto de células, como 
consecuencia de la acción de la Cas9n y posterior reparación por NHEJ, aparecía tanto el alelo 
salvaje como un conjunto de inserciones y deleciones, confirmando que los ARNg junto con la 
Cas9n habían actuado correctamente. (Figura 30A). 
A continuación, procedimos a la selección individual de clones knockout (KO). Para ello, 
partiendo del conjunto celular transfectado se realizó una dilución límite, obteniéndose en un 
primer momento 10 clones (Figura 30B) y más adelante otros 14 clones (Figura 30C), que fueron 
analizados mediante PCR con la misma pareja de oligonucleótidos que flanquea la zona de unión 
de los ARNg. El resultado de la PCR de los clones mostró la aparición de varias bandas de peso 
molecular inferior al control silvestre (deleciones), como por ejemplo en los clones 2, 5, 9 y 35. 
También observamos la aparición de bandas de peso molecular superior (inserciones), como por 
ejemplo en los clones 7, 34 y 36. Asimismo, observamos clones como el 6 y 7 portando el alelo 
silvestre. Decidimos continuar con aquellos clones que portaban deleciones claras, para tener la 
certeza de que iba a haber cambios en la secuencia codificante deseada. Nos referiremos a éstos 
como clones C6orf203 KO.  
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Figura 30. Amplicones de PCR de la región editada del gen C6orf203 por el sistema CRISPR/Cas9n 
en células HEK293T silvestre y en clones C6orf203 KO resueltos en geles de agarosa al 3,5%. (A) 
Amplicones de la PCR utilizando oligonucleótidos que flanquean la región de acción del sistema 
CRISPR/Cas9n en células HEK293T silvestre (WT) y en el conjunto celular 24 horas después de la 
transfección de PX335:ARNg1 y PX335::ARNg2 (T). En el primer carril se muestra el marcador de peso 
molecular (en pb) y se detalla en letras blancas el peso molecular de la banda silvestre de 299 pb. (B) 
Amplicones de la PCR en las células silvestre (WT), en el conjunto celular tras la transfección (T) y en los 
clones 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11 y 12 generados tras la dilución límite. (C) Amplicones de la PCR tanto en las 
células silvestre (WT) como en los clones 14, 18, 19, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 32, 33, 34, 35 y 36 generados tras la 
dilución límite.  
Para caracterizar las deleciones presentes en cada uno de los clones seleccionados y debido a la 
presencia de bandas de peso molecular muy similar y de difícil purificación por separado, los 
fragmentos de PCR de los clones 1, 2, 5, 9, 11 y 35 se clonaron en el plásmido pGEMT-Easy y 
posteriormente se aislaron colonias bacterianas. Se secuenciaron para cada banda purificada 10 
colonias y el resultado obtenido se muestra en la Tabla 1. Cabe destacar que en algunos de estos 
clones se han obtenido más de dos bandas debido a la poliploidía de esta línea celular214,215. 
 
 
 
Resultados  
 
113 
 
Tabla 1. Mutaciones encontradas por secuenciación en los clones C6orf203 KO. 
                                       Clones C6orf203 KO  
Nº clon Bandas clonadas 
Cambios detectados 
ADN 
Cambios proteína 
(in silico) 
Clon 1 2 bandas 
c.327_448del (Δ122pb) 
c.426_462del ( Δ37pb) 
p.(Glu109Aspfs*18) 
p.(Phe142Leufs*17) 
Clon 2 1 banda c.327_448del (Δ122pb) p.(Glu109Aspfs*18) 
Clon 5 2 bandas 
c.336_446del(Δ111pb) 
c.414_455del (Δ41pb) 
p.(His112_Lys149del) 
p.(Val139_Leu152del) 
Clon 9 3 bandas 
c.339_445del(Δ107pb) 
c.416_457del (Δ42pb) 
c.421_447del (Δ27pb) 
p.(Asp113Glufs*18) 
p.(Val139_Leu152del) 
p.(Ser141_Lys149del) 
Clon 11 1 banda c.421_452del (Δ32pb) p.(Ser141Alafs*16) 
Clon 35 3 bandas 
c. 329_446del(Δ118pb) 
c. 336_446del(Δ111pb) 
c.344_448del(Δ105pb) 
p.(Ser110Argfs*4) 
p.(His112_Leu149del) 
p.(Met115_Lys149del) 
Mutaciones en nomenclatura HDVS (human genome variation society) y en referencia a las secuencias 
ENST00000405204.6 (ADN) y Q9P0P8 (proteína). del(Δ),deleción. fs, frame shift. *, codón de parada.  
Una vez conocida la naturaleza de las diferentes deleciones en los distintos clones procedimos a 
analizar su secuencia a nivel de proteína in silico utilizando la herramienta informática ORFfinder. En 
todos ellos pudimos ver una deleción de aminoácidos, de mayor o menor tamaño, pertenecientes al 
dominio de unión a ARN, así como la aparición de codones de parada prematuros en algunos 
casos, dando lugar a proteínas truncadas (Tabla 1). Adicionalmente, comprobamos mediante SDS-
PAGE a partir extractos proteicos de mitocondrias purificadas y posterior Western blot, los niveles 
de C6orf203 en cada clon. Para ello, empleamos un anticuerpo que reconoce específicamente la 
proteína C6orf203 (Figura 31).  
 
Figura 31. Análisis de la presencia de C6orf203 en los clones knockout mediante 
Western blot. Se separaron 25 µg de proteínas procedentes de mitocondrias purificadas 
mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%. Se muestra Western blot  
representativo en el que se analizó la presencia y peso molecular de C6orf203 tanto en las 
células HEK293T sivestre (WT) como en los clones 1, 2, 5, 9, 11 y 35 C6orf203 KO. Se 
indica el peso molecular aproximado de la proteína C6orf203 silvestre madura (19 
kDa).Como control de carga se utilizó la proteína mitocondrial VDAC. 
En este estudio se comprobó que, tal y como predice la herramienta informática Mitoprot, 
C6orf203 posee una SLM de alrededor de 9 kDa que podría corresponder a los 85 primeros 
aminoácidos, ya que observamos un peso molecular de aproximadamente 19 kDa, frente a los 
27,94 kDa de la proteína inmadura. Además, pudimos observar que en los clones 1, 2, 5, 11 y 35 la 
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deleción o deleciones presentes en el gen C6orf203 provocan una ausencia de la proteína, mientras 
que en el clon 9 se expresa una proteína truncada, probablemente correspondiente a una versión de 
C6orf203 que carece de los aminoácidos comprendidos entre p.Ser141 y p.Lys149 dando lugar a 
una proteína con un peso molecular algo inferior. 
2.4.3. Caracterización funcional de los clones C6orf203 KO 
2.4.3.1. Análisis de la secuencia de los pseudogenes de C6orf203  
Antes de continuar con el resto del trabajo procedimos a confirmar en un grupo de clones que 
los pseudogenes de C6orf203 no se habían visto modificados por la acción del sistema 
CRISPR/Cas9. Para ello realizamos una PCR utilizando una pareja de oligonucleótidos específica 
para cada pseudogen. Aunque, como ya se ha comentado anteriormente, estos pseudogenes tienen 
una secuencia muy similar al ADNc de C6orf203, se pudieron encontrar regiones específicas de 
cada uno para analizar la región teórica de acción del sistema CRISPR/Cas9. Cabe destacar, que los 
ARNg que elegimos para delecionar C6orf203 tienen una homología completa con este gen, pero 
no con los pseudogenes y además, éstos no presentaban la secuencia PAM requerida para el 
funcionamiento de la Cas9 de S.pyogenes. Realizamos estas PCR en los clones 1, 2, 5, 9, 11 y 35 
(Figura 32) y posteriormente secuenciamos sus productos. Pudimos confirmar que en ninguno de 
los clones los pseudogenes estaban editados.  
 
Figura 32. Análisis mediante PCR y posterior resolución en geles de agarosa de la región de 
reconocimiento del sistema CRISPR/Cas9 en los pseudogenes de C6orf203. Amplicones de la PCR 
utilizando oligonucleótidos que flanquean la región teórica de acción del sistema CRISPR/Cas9 en el 
pseudogen de C6orf203 localizado en el cromosoma 6 (A) y en el pseudogen de C6orf203 localizado en el 
cromosoma 21 (B). En el primer carril se muestra el marcador de peso molecular (en pb) y se detalla en 
blanco el peso molecular de la banda silvestre de 657 pb en el caso del pseudogen del cromosoma 6 y de 455 
pb en el caso del pseudogen localizado en el cromosoma 21. 
2.4.3.2. Análisis de la función OXPHOS mediante la realización de curvas de crecimiento 
Como se ha comentado previamente la mayor parte del ATP celular se produce en el interior de 
la mitocondria gracias a la fosforilación oxidativa mediante la oxidación de los cofactores reducidos 
procedentes del metabolismo de la glucosa y los ácidos grasos. La galactosa entra en la vía de la 
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glucolisis transformándose a galactosa-1-fosfato para a continuación convertirse en glucosa-1-
fosfato y ésta en glucosa-6-fosfato, sustrato de la glucolisis. Esta conversión de la galactosa no es 
muy eficiente y se produce de manera más lenta, por lo que el suministro de ATP procedente de la 
glucolisis a partir de galactosa es insuficiente para satisfacer las necesidades energéticas de las 
células en ausencia de un sistema OXPHOS funcional. Las células con una mitocondria funcional, 
por el contrario, pueden crecer, pese a que lo hagan más lentamente, utilizando galactosa como 
fuente de carbono, ya que obtienen el resto de la energía necesaria mediante el metabolismo 
oxidativo mitocondrial. Así, como primera aproximación para comprobar si la falta de C6orf203 
causaba algún defecto en el sistema OXPHOS, se realizaron curvas de crecimiento con los 
diferentes clones en presencia de 4,5 g/l glucosa o 0,9 g/l galactosa como fuente de carbono, 
contando el número de células y cambiando el medio cada 24 horas. 
 
Figura 33. Curvas de crecimiento en 4,5 g/l glucosa o 0,9 g/l galactosa como fuentes 
de carbono de los clones de HEK293T deficientes de C6orf203. Las células control 
(WT) o los clones C6orf203 KO (C1, C2, C5, C9, C11 y C35) fueron crecidos en medio 
suplementado con 4,5 g/l de glucosa (panel superior) o 0,9 g/l de galactosa (panel inferior). 
Los datos se representan como la media ± DE. El grado de significación estadística se 
muestra como *** p<0,001 (prueba t de student) en relación a las células control.  
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2.4.3.3. Medida del consumo de oxígeno  
Con el objetivo de comprobar si la incapacidad de crecer en galactosa como única fuente de 
carbono podía ser consecuencia de una disfunción general de la CR, procedimos a medir el 
consumo de oxígeno en células vivas en suspensión utilizando un electrodo tipo Clark. En este 
caso incluimos algunos clones adicionales para su estudio como son los clones 14, 16, 25 y 32, los 
cuales también portaban una deleción en el gen C6orf203. Tras medir la respiración basal tanto de 
las células silvestre HEK293T como de los diferentes clones crecidos 16 horas en medio con 0,9 
g/l de galactosa, con el fin de forzar la maquinaria respiratoria, pudimos observar que de manera 
general todos los clones C6orf203 KO presentan una reducción de aproximadamente el 35% en el 
consumo de oxígeno o respiración basal (Figura 34) de igual manera que ocurre cuando se midió la 
respiración máxima tras añadir el desacoplante FCCP (datos no mostrados).  
 
Figura 34. Medida de consumo de oxígeno en los clones C6orf203 KO. Las medidas se realizaron 
en 4x106 células en medio que contenía 0,9 g/l de galactosa utilizando un electrodo tipo Clark. Los 
valores se expresan como porcentaje de los resultados obtenidos en los distintos clones KO con 
respecto a la línea silvestre (WT) HEK293T y como la media ± DE (n=3). El grado de significación 
estadística se muestra como *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 (prueba t de student) en relación a la línea 
control. 
2.4.3.4. Rescate del fenotipo mediante la sobreexpresión de C6orf203 
Una vez realizadas las dos primeras aproximaciones para valorar de manera general el estado del 
sistema OXPHOS en los diferentes clones editados, decidimos continuar con la caracterización 
funcional de C6orf203 en los clones 5 y 35. Para ello, en primer lugar y con objeto de confirmar 
que los fenotipos observados no eran consecuencia de la acción del sistema CRISPR/Cas9 en otros 
puntos del genoma o de otros procesos no controlados si no que se debían exclusivamente al 
efecto de la deleción de C6orf203, se diseñó un experimento de complementación para revertir el 
defecto de los clones knockout. 
En primer lugar, mediante PCR confirmamos que el gen que codifica la proteína Cas9 no se 
encontraba presente en el genoma de los dos clones seleccionados (datos no mostrados) y, por 
tanto, no era necesario modificar la secuencia de C6orf203 en un hipotético rescate. A 
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continuación, fusionamos en el extremo carboxilo terminal del ADNc de C6orf203 el epítopo Flag, 
cuya secuencia de aminoácidos es DYKDDDDK, y se clonó en el vector de expresión eucariota 
pIRESpuro2. Tras transfectar la construcción tanto en las células HEK293T silvestres como en los 
clones 5 y 35 C6orf203 KO y mediante la selección con el antibiótico puromicina, obtuvimos estas 
líneas celulares que sobreexpresaban de manera estable y constitutiva la proteína C6orf203-Flag. 
Confirmamos la presencia del ADNc de C6orf203-Flag en el genoma de las células transfectadas 
mediante PCR utilizando oligonucleótidos específicos (Figura 35A) y su correcta expresión 
mediante SDS-PAGE y posterior Western blot (Figura 35B) utilizando un anticuerpo que reconoce 
específicamente la proteína C6orf203.  
 
Figura 35. Sobreexpresión de C6orf203-Flag en células HEK293T y en los clones 5 y 35 C6orf203 
KO. (A) Resultado del análisis por PCR en geles de agarosa al 2% sobre ADNg extraído de las células 
HEK293T silvestre (WT) y de las líneas transfectadas con el vector pIRESpuro2 que contenían la 
construcción C6orf203-Flag. C- (control negativo): agua. C+ (control positivo): plásmido 
pIRESpuro2::C6orf203-Flag. (B) Western blot utilizando el anticuerpo anti-C6orf203 en células HEK293T 
silvestre (WT), en los clones 5 y 35 (C5 y C35) y en las líneas transfectadas con el vector pIRESpuro2 que 
expresaba la construcción C6orf203-Flag (WT-Flag, C5-Flag y C35-Flag). Se señala tanto la proteína 
endógena (C6orf203) como la fusionada al epítopo Flag (C6orf203-Flag).  
Tras confirmar la sobreexpresión de C6orf203 volvimos a realizar las curvas de crecimiento en 
glucosa y galactosa así como las medidas de la respiración basal con el objetivo de analizar el 
rescate del fenotipo. Tanto el clon 5 como el clon 35 C6orf203 KO que sobreexpresaban la proteína 
C6orf203-Flag mostraron un ratio en el crecimiento en glucosa frente al crecimiento en galactosa 
similares a la línea celular HEK293T silvestre. Asimismo, estas líneas mostraron unos niveles de 
respiración basal similares a la línea control. Estos datos confirmaron que el fenotipo observado 
hasta este punto era debido a la edición del gen C6orf203 y que la versión de la proteína C6orf203 
fusionada al epítopo Flag era totalmente funcional (Figura 36). 
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Figura 36. Rescate del fenotipo de los clones 5 y 35 C6orf203 KO mediante la sobreexpresión estable de 
C6orf203-Flag. (A) Se sembraron 2,5x104 células de la línea silvestre HEK293T (WT), los clones 5 y 35 C6orf203 KO 
(C5 y C35 respectivamente) y los clones 5 y 35 C6orf203 KO que sobreexpresan de manera estable la proteína 
C6orf203-Flag (C5-Flag y C35-Flag respectivamente) y se crecieron en medio suplementado con 4,5 g/l glucosa o con 
0,9 g/l galactosa como fuente de carbono, cambiando el medio cada 24 horas. A las 96 horas las células se recogieron y 
se contaron. En la gráfica se muestra el número de células contadas en glucosa (Glu) frente al número de células 
contadas en galactosa (Gal). (B) Medida de consumo de oxígeno en los clones C6orf203 KO y en los correspondientes 
rescates. Las medidas se realizaron en 4x106 células en medio que contenía 0,9 g/l de galactosa utilizando un electrodo 
tipo Clark. Los valores se expresan como porcentaje de los clones KO con respecto a las células silvestre HEK293T. 
Se muestras las medias ± DE (n=3). El grado de significación estadística entre cada clon KO y su correspondiente 
rescate se muestra como # p<0,05 (prueba t de student). 
2.4.3.5. Determinación de la actividad enzimática de los complejos de la cadena respiratoria 
Tras observar que la deficiencia de C6orf203 produce un defecto en la respiración celular, 
quisimos comprobar si este fenotipo estaba siendo causado por un defecto en la actividad de los 
complejos de la CR. Para ello, medimos las actividades enzimáticas de los complejos I, II, III y IV y 
de la enzima citrato sintasa, que se localiza en la matriz mitocondrial y es utilizada frecuentemente 
como medida de la masa mitocondrial (Figura 37). Esta aproximación permite valorar la capacidad 
máxima de actividad de los complejos de manera individual y en condiciones no limitantes de 
disponibilidad de sustrato. Los resultados mostraron que los clones 5 y 35 C6orf203 KO 
presentaban tanto una disminución de aproximadamente el 60% de la actividad del complejo I 
como una disminución de aproximadamente el 50% de las actividades de los complejos III  y IV 
con respecto al control. Por el contrario, tanto la actividad del complejo II como de la enzima 
citrato sintasa no mostraron diferencias. Todas estas medidas además se realizaron en los 
correspondientes clones rescatados y, de nuevo, confirmamos que la sobreexpresión de C6orf203-
Flag en los clones KO proporcionaba un aumento en las actividades de los complejos afectados 
hasta llegar a niveles similares al control. Como ya se mencionó anteriormente los complejos I, III 
y IV contienen proteínas codificadas en el ADNmt mientras que las proteínas que constituyen el 
CII y la proteína citrato sintasa están codificadas exclusivamente en el ADNn.  
 
Resultados  
 
119 
 
 
Figura 37. Medida de la actividad enzimática específica de los complejos I, II, III 
y IV de la cadena respiratoria y de la enzima citrato sintasa. Mediante medidas 
espectrofotométricas se determinó la actividad enzimática específica expresada en 
nmolmin-1mg-1 de los complejos de la CR indicados y de la enzima de la matriz 
mitocondrial citrato sintasa, que refleja la cantidad de masa mitocondrial. Estas medidas 
se realizaron en la línea celular silvestre HEK293T (WT), en los clones 5 y 35 C6orf203 
KO (C5 y C35 respectivamente) y en sus corresponcientes rescates mediante la 
sobreexpresión de C6orf203-Flag (C5-Flag y C35-Flag). El grado de significación 
estadística se muestra como ***p<0,001 en relación a la línea control (WT) o ### 
p<0,001 en relación al correspondiente rescate.  
2.4.3.6. Evaluación de los niveles de los complejos del sistema OXPHOS 
El defecto en la actividad de los diferentes complejos en los clones C6orf203 KO podría deberse 
a que la ausencia de C6orf203 produzca bien una disminución en los niveles de los mismos o bien 
una disminución en su capacidad funcional. Para confirmar alguna de las dos posibilidades 
analizamos los niveles de los complejos totalmente ensamblados en los clones C6orf203 KO. Para 
ello, se prepararon los extractos mitocondriales tanto de la línea control como de los clones 5 y 35 
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C6orf203 KO y sus correspondientes rescates y se separaron los complejos del sistema OXPHOS 
mediante electroforesis nativa azul (Blue Native-PAGE) (Figura 38).  
 
Figura 38. Análisis de los niveles de los complejos del sistema OXPHOS totalmente ensamblados mediante 
BN-PAGE. (A) BN-PAGE representativo de la línea control, las líneas C6orf203 KO y sus respectivos rescates 
sobreexpresando C6orf203-Flag. Se separaron 80 µg de los extractos mitocondriales en geles de acrilamida del 4 al 15% 
y se realizó un análisis de los niveles de los complejos mediante Western blot utilizando anticuerpos que reconocen la 
subunidad NDUFA9 del complejo I, ATP5A1 del complejo V, UQCRC2 del complejo III,  COX5A del complejo IV y 
SDHA del complejo II. (B) Densitometría de las señales de cuatro experimentos independientes para cada línea y cada 
complejo. Los valores se normalizaron respecto al complejo II, utilizado como control de carga. Los datos se 
representan como la media ± DE del análisis de cada línea relativizada frente a la línea control (WT). El grado de 
significación estadística se muestra como ***p<0,001 (prueba t de student) en relación a la línea control. WT: línea 
HEK293T control. C5: clon 5 C6orf203 KO. C35: clon 35 C6orf203 KO. C5-Flag: clon 5 C6orf203 KO 
sobreexpresando C6orf203-Flag. C35-Flag: clon 35 C6orf203 KO sobreexpresando C6orf203-Flag. 
Los resultados obtenidos muestran una disminución estadísticamente significativa en los clones 
C6orf203 KO de aproximadamente el 70% en los niveles de los complejos I, III y IV de la CR 
totalmente ensamblados. En relación a los niveles del complejo V se observan diferencias más 
sutiles, con una disminución de aproximadamente el 50%, siendo solo estadísticamente 
significativo en el caso del clon 35. Sin embargo, los resultados mostraron una acumulación clara y 
significativa de los subcomplejos del mismo, constituidos exclusivamente por el dominio F1 del 
complejo (Figura 38) que no posee proteínas codificadas en el ADNmt. Las bandas adicionales que 
se muestran en este caso están relacionadas bien con el ensamblaje incompleto del complejo V o 
bien con una disminución en su estabilidad. Este fenotipo se ha observado frecuentemente en 
patologías que afectan a la estabilidad del ADNmt, a su transcripción o traducción216,217. Asimismo, 
confirmamos de nuevo que los clones rescatados poseían unos niveles de todos los complejos 
similares a la línea control y carecían de los subcomplejos del CV. Estos datos corroboran que la 
deficiencia en la actividad de los diferentes complejos de la CR se debe a una menor cantidad de los 
mismos.  
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2.4.3.7. Cuantificación de los niveles de las proteínas que constituyen los complejos del sistema OXPHOS 
Dado el bajo nivel de los complejos I, III y IV ensamblados que presentan los clones C6orf203 
KO, a continuación nos planteamos analizar los niveles de las proteínas que constituyen dichos 
complejos, con el objetivo de determinar si este defecto podría deberse a una disminución en los 
niveles de las proteínas que los conforman, o si por el contrario tuviese lugar una reducción de la 
estabilidad de dichos complejos. Para ello, analizamos mediante SDS-PAGE y posterior Western blot 
los niveles estacionarios de las proteínas codificadas en el ADNmt COX1, COX2 y ND1, únicas 
proteínas codificadas en este genoma de las que disponemos anticuerpos específicos. También 
analizamos los niveles de otras proteínas codificadas en el ADNn, como son ATP5A1, SDHB, 
UQCRC2 y NDUFB8 (Figura 39).  
 
Figura 39. Cuantificación mediante Western blot de los niveles de las subunidades de los complejos del 
sistema OXPHOS. (A) Se separaron 50 µg de extractos proteicos procedentes de lisados celulares mediante SDS-
PAGE en geles de poliacrilamida al 12%. Se muestra Western blot representativo en el que se analizaron los niveles de 
las subunidades ATP5A1 del complejo V, SDHB del complejo II, UQCRC2 del complejo III, NDUFB8 y ND1 del 
complejo I y COX1 y COX2 del complejo IV. Como control de carga se utilizó la proteína citosólica α-tubulina. (B) 
Densitometría de las señales de cuatro experimentos independientes. Los valores se normalizaron respecto al control 
de carga. Los datos se representan como la media ± DE del análisis de cada línea relativizada frente a la línea control 
(WT). El grado de significación estadística se muestra como *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 (prueba t de student) en 
relación a la línea control.  
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Los resultados mostraron que la ausencia de C6orf203 provoca una caída significativa de las 
subunidades codificadas en el ADNmt así como de la subunidad el complejo I NDUFB8. Pudimos 
observar también una ligera disminución en los niveles de la subunidad del complejo III UQCRC2, 
aunque no es estadísticamente significativa debido a la gran variabilidad en su señal. Los niveles del 
resto de proteínas analizadas no se encontraban afectados.  
2.4.3.8. Cuantificación del número de copias del ADNmt  
Teniendo en cuenta los resultados observados nos planteamos si esta disminución en los niveles 
estacionarios de las proteínas codificadas en el ADNmt podría ser consecuencia de una menor 
cantidad en el número de copias del ADNmt y que, por tanto, estuviese provocando una menor 
síntesis de dichas proteínas. Por ello, analizamos el número de copias de ADNmt mediante PCR 
cuantitativa absoluta en la que se analizaron los niveles del gen que codifica el ARNr mitocondrial 
12S frente a los niveles del gen nuclear que codifica la ARNasaP utilizando sondas TaqMan 
específicas para ambos genes (Figura 40). Los resultados no mostraron diferencias en el número de 
copias de ADNmt en los clones C6orf203 KO con respecto al control. Tampoco se observaron 
diferencias en los clones KO que sobreexpresan C6orf203-Flag, indicando que ni el fenotipo de los 
clones C6orf203 KO ni el rescate de los mismos estaba mediado por el número de copias de 
ADNmt.  
 
Figura 40. Análisis del número de copias del ADNmt. Mediante PCR 
cuantitativa a tiempo real se determinó el número de copias de ADNmt utilizando 
sondas específicas para el ARNr 12S mitocondrial y relativizado frente a la cantidad 
de ADNn, utilizando sondas específicas para la ARNasaP. Se muestran las medias 
±DE. . WT: línea HEK293T control. C5: clon 5 C6orf203 KO. C35: clon 35 
C6orf203 KO. C5-Flag: clon 5 C6orf203 KO sobreexpresando C6orf203-Flag. C35-
Flag: clon 35 C6orf203 KO cobreexpresando C6orf203-Flag. 
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2.4.3.9. Análisis de la síntesis de proteínas mitocondriales de novo 
Una vez confirmado que el fenotipo observado en las células deficientes de C6orf203 no era 
consecuencia de una depleción en el ADNmt que estuviese dando lugar a una disminución de los 
niveles de ARNm-mt, quisimos determinar si C6orf203 podría estar implicada en la traducción de 
las subunidades de los complejos de la CR codificadas en el ADNmt. Para ello, como se detalla en 
Materiales y Métodos y en el capítulo anterior de esta tesis doctoral, se llevó a cabo el marcaje de 
los productos de la traducción mitocondrial de novo en células vivas. Las células HEK293T silvestre, 
los clones 5 y 35 C6orf203 KO y sus respectivos rescates se incubaron con metionina marcada con 
el radioisótopo 35S durante 90 minutos en presencia del agente bloqueante de la traducción 
citoplasmática emetina. Las proteínas mitocondriales recién sintetizadas se separaron mediante 
SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 17,5% y la señal se detectó mediante autorradiografía 
directa del mismo (Figura 41). Los resultados revelaron un defecto global en la síntesis de las 
proteínas mitocondriales que llega a estar disminuida hasta un 40% en los clones C6orf203 KO 
respecto a la línea control y sus rescates.  
 
Figura 41. Biosíntesis de proteínas mitocondriales de novo. La síntesis de 
proteínas citosólicas se inhibió con 100 µg/ml de emetina. Las proteínas 
mitocondriales se marcaron con 35S-metionina en un pulso de 90 minutos como 
se describe en materiales y métodos. Se separaron 50 µg de las proteínas 
marcadas de la línea silvestre (WT), de los clones 5 y 35 C6orf203 KO (C5 y C35) 
y sus correspondientes rescates (C5-Flag y C35-Flag) mediante SDS-PAGE en 
geles de poliacrilamida al 17,5%. Se muestra una autorradiografía directa de los 
geles representativa. Como control de carga se realizó la tinción del gel con azul 
de Coomassie (CBS). 
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2.4.3.10. Evaluación de los niveles de los tránscritos mitocondriales  
A continuación quisimos comprobar si el déficit en la traducción mitocondrial podría deberse a 
un defecto en la síntesis de los tránscritos mitocondriales al no encontrarse C6orf203. Tras analizar 
los niveles de los tránscritos mitocondriales mediante RT-qPCR no pudimos observar diferencias 
significativas entre la línea control y los clones KO y sus respectivos rescates (datos no mostrados). 
Sería interesante analizar el procesamiento de los mismos para poder concluir que C6orf203 no está 
participando a este nivel. En la actualidad se están desarrollando experimentos de Northern blot, 
técnica mediante la cual podremos observar los diferentes tránscritos mitocondriales procesados y 
no procesados.  
2.4.3.11. Análisis del ensamblaje de los ribosomas mitocondriales 
Como ya se ha comentado en la introducción de esta tesis doctoral, la síntesis de proteínas en el 
interior de las mitocondrias se lleva a cabo en los ribosomas mitocondriales (55S), los cuales están 
constituidos por las subunidades menor 28S (mt-SSU) y mayor 39S (mt-LSU).  
Tras haber observado la disminución en la tasa traduccional de las 13 proteínas codificadas en el 
ADNmt en aquellos clones deficientes de C6orf203, nos planteamos si este fallo en la maquinaria 
de la traducción mitocondrial podría deberse a un defecto en la biogénesis de los mitorribosomas. 
Con objeto de analizar el perfil de sedimentación de los ribosomas mitocondriales realizamos 
gradientes continuos de sacarosa del 10% al 30% (p/v). En estos gradientes se separaron mediante 
ultracentrifugación 800 µg de proteína procedente de extractos enriquecidos en mitocondrias tanto 
de la línea control como de los clones 5 y 35 C6orf203 KO. Posteriormente, se dividieron en 12 
fracciones que fueron analizadas mediante SDS-PAGE y posterior Western blot utilizando los 
anticuerpos MRPL49 y MRPS22 para detectar las subunidades mayor y menor de los 
mitorribosomas, respectivamente (Figura 42). Los resultados mostraron que la biogénesis de los 
ribosomas mitocondriales no se encontraba afectada pese a la ausencia de C6orf203, pudiendo 
concluir que el origen de la disminución en la síntesis de las proteínas mitocondriales de novo en los 
clones KO no es un defecto en el ensamblaje de los mitorribosomas. Sin embargo, no podemos 
descartar que la depleción de C6orf203 esté originando un defecto en la función de los mismos.  
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Figura 42. Análisis del perfil de sedimentación de la subunidad mayor y menor de los ribosomas 
mitocondriales. Se separaron 800 µg de proteínas mitocondriales de la línea control (WT) y los clones 5 y 35 C6orf203 
KO (C5 y C35) en gradientes continuos de sacarosa del 10 al 30% (p/v). A continuación se recogieron 12 fracciones 
(1-12) que fueron precipitadas con TCA. Estas fracciones se resolvieron mediante SDS-PAGE en geles de 
poliacrilamida al 12%. Se muestra Western blot representativo en el que se utilizaron anticuerpos específicos para 
reconocer la mt-LSU (MRPL49) y la mt-SSU (MRPS22).  
2.4.4. Búsqueda de proteínas que interaccionan con C6orf203 
Llegar a conocer las interacciones específicas de una proteína con función desconocida con 
otras de función conocida puede revelar la participación de la primera en rutas ya descritas, 
ahondando en el mecanismo molecular de la proteína de estudio. Por este motivo, con objeto de 
profundizar en el estudio de la función de C6orf203, nuestras siguientes aproximaciones se 
centraron en la búsqueda de posibles interactores de esta proteína. 
- Análisis del peso molecular de C6orf203 en condiciones nativas 
Como primera aproximación, llevamos a cabo experimentos de BN-PAGE para analizar el peso 
molecular que presenta C6orf203 en condiciones nativas. Para ello, utilizamos la línea celular 
HEK293T que sobreexpresa C6orf203-Flag. Sin embargo, mediante esta técnica no pudimos 
detectar la proteína C6orf203 en las condiciones utilizadas, probablemente debido a que el epítopo 
de la proteína que reconoce el anticuerpo no sea accesible en su conformación nativa. Por este 
motivo, a continuación llevamos a cabo electroforesis en segunda dimensión, 2D-BN/SDS-PAGE, 
técnica que permite separar en primer lugar los complejos proteicos en condiciones nativas en una 
primera dimensión (1D-BN-PAGE) y en segundo lugar éstos separarlos en una segunda dimensión 
en condiciones desnaturalizantes (Figura 43A). Mediante esta técnica, pudimos observar que 
C6orf203-Flag se encuentra mayoritariamente formando complejos de bajo peso molecular, pero se 
detecta una señal constante de la proteína que se extiende hacia complejos de mayor peso 
molecular llegando a alcanzar los 1500 kDa, donde vuelve a verse incrementada. Mediante 
gradientes continuos de sacarosa, desarrollados del mismo modo que el explicado en el apartado 
2.4.3.11, también confirmamos la presencia de C6orf203-Flag en complejos de alto peso molecular, 
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estando presente incluso en las fracciones correspondientes a los ribosomas mitocondriales 
completamente ensamblados (55S) o monosomas (Figura 43B).   
 
Figura 43. Análisis del peso molecular de C6orf203 en condiciones nativas. (A) Análisis de 
C6orf203-Flag en geles 2D-BN/SDS-PAGE. Tras la separación de 80 µg de extracto mitocondrial de la 
línea celular que sobreexpresa C6orf203-Flag mediante 1D BN-PAGE en geles del 4 al 15% de 
poliacrilamida, se llevó a cabo una electroforesis en una segunda dimensión en condiciones 
desnaturalizantes (2D-BN/SDS-PAGE). La distribución de C6orf203-Flag se analizó mediante Western 
blot utilizando un anticuerpo específico que reconoce la proteína C6orf203. Se analizó también 
NDUFS2, subunidad del CI de la CR, como referencia de los pesos moleculares de los complejos. Se 
especifica la posición del supercomplejo I+III2+IV (SC) con un peso molecular aproximado de 1500 
kDa. (B) Análisis de la distribución de C6orf203-Flag junto con proteínas del mitorribosoma en geles 
continuos de sacarosa. Se separaron 800 µg de proteínas procedentes de lisados mitocondriales de la 
línea celular HEK293T que sobreexpresa C6orf203-Flag en un gradiente continuo de sacarosa del 10% 
al 30% (p/v). Se recogieron 12 fracciones (1-12) y se analizaron mediante SDS-PAGE y posterior Westen 
blot utilizando un anticuerpo específico para C6orf203. Se detallan las fracciones correspondientes que 
contienen el monosoma (55S) y  la subunidad menor (28S) y mayor (39S) del mitorribosoma, los cuales 
fueron detectados con los anticuerpos específicos MRPL49 y MRPS22, subunidades de mt-LSU y mt-
SSU respectivamente. 
- Análisis de la distribución de C6orf203 en condiciones nativas mediante “Complexome profiling” 
La combinación de la separación de los complejos mitocondriales mediante electroforesis en 
condiciones nativas (BN-PAGE) con su posterior análisis por espectrometría de masas, técnica 
denominada como “Complexome profiling”, se ha convertido en los últimos años en el método más 
utilizado para el estudio de los distintos macrocomplejos que se forman en el interior de este 
orgánulo. Esta técnica permite agrupar los diferentes perfiles proteicos en grupos o clusters 
funcionales, pudiendo identificar proteínas que potencialmente interaccionan mediante la 
correlación de estos perfiles y tener claves de en qué procesos podrían estar ejerciendo su 
función160,218. 
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Aplicando esta técnica se han podido describir las distintas etapas en el ensamblaje del complejo 
I de la CR y su integración en los supercomplejos199. En este estudio, para sincronizar el ensamblaje 
del CI, trataron las células con el inhibidor de la traducción mitocondrial cloranfenicol durante 5 
días a 50 µg/ml, tiempo suficiente para observar una desaparición completa del CI totalmente 
ensamblado. Con el objetivo de analizar los intermediarios de ensamblaje que se producen durante 
la formación del CI, llevaron a cabo Complexome profiling de las células control 143B (línea celular 
derivada de osteosarcoma humano) y las células crecidas 0, 4, 6, 8, y 24 horas tras reiniciar la 
traducción mitocondrial al retirar el inhibidor. 
Gracias a la colabroración con el Dr. Leo G. J Nijtmans pudimos obtener los datos que 
revelaron el comportamiento de C6orf203 bajo estas condiciones experimentales. El perfil de 
migración de C6orf203, al igual que para el resto de proteínas, fue agrupado jerárquicamente 
utilizando la herramienta Cluster 3.0219, de tal manera que los perfiles de migración similares se 
agruparon en diferentes grupos funcionales (Figura 44).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44. Perfil de migración en condiciones nativas de C6orf203 y proteínas pertenecientes a la subunidad 
mayor del ribosoma mitocondrial tras la realización de BN-PAGE y posterior análisis mediante 
espectrometría de masas (Complexome profiling). Se muestran los perfiles de migración de la proteína C6orf203 y 
proteínas de la subunidad mayor del mitorribosoma (MRPLs). Estos perfiles se crearon manualmente y se les asignó un 
código de color normalizando las cantidades relativas con respecto a la situación control. Se muestran las células 
control 143B crecidas en medio DMEM completo y las células crecidas 0, 4, 6, 8, y 24 horas tras reiniciar la traducción 
mitocondrial al retirar el inhibidor cloranfenicol. Se muestra parte del grupo funcional donde se agrupó a C6orf203 tras 
su análisis mediante el algoritmo Cluster 3.0.  
 
 Resultados 
 
128 
 
Tras el análisis de los perfiles, el algoritmo utilizado agrupó a C6orf203 junto con otras 
proteínas de la subunidad mayor del ribosoma mitocondrial, apareciendo en las fracciones 
correspondientes a dicha subunidad ensamblada, lo que corresponde a un peso molecular de 
aproximadamente 3000 kDa. Además, pudimos observar que a las 6 horas de la retirada del 
cloranfenicol incrementa rápidamente la cantidad de la proteína C6orf203 recién sintetizada, 
aumentando considerablemente tanto los complejos de bajo peso molecular como la cantidad de 
proteína presente en los complejos multiproteicos correspondientes a la subunidad mayor del 
ribosoma mitocondrial ensamblada. Estos datos corroboran que, al menos parte de C6orf203, se 
encuentra formando parte de complejos de alto peso molecular, muy probablemente relacionados 
con los ribosomas mitocondriales, apoyando los resultados que indican una posible implicación de 
C6orf203 en la traducción mitocondrial.  
- Inmunoprecipitación de C6orf203-Flag 
Con el fin de profundizar sobre las bases molecular que subyacen en la función de C6orf203 
nuestro siguiente objetivo fue determinar las proteínas con las que realmente se encuentra 
interaccionando C6orf203. Para ello llevamos a cabo una inmunorecipitación de la proteína 
C6orf203-Flag a partir de mitocondrias aisladas de la línea que sobreexpresa esta proteína. Como 
control negativo partimos de las mitocondrias aisladas de la línea HEK293T silvestre. Las 
mitocondrias se trataron con 0,5% de lautylmaltósido y se llevó a cabo la inmunoprecipitación de 
esta proteína con anticuerpos anti-Flag. Tras comprobar mediante Western blot que C6orf203-Flag 
se había unido correctamente al anticuerpo anti-Flag confirmando que se encontraba presente en la 
última fase de elución de la inmunoprecipitación, analizamos qué proteína se encontraban 
presentes en este eluído mediante espectrometría de masas en el Servivo de Proteómica del 
Nijmegen Center for Mitochondrial Disorders, gracias a la colaboración con el Dr. Leo G.J. Nijtmans.  
Este análisis solo ha permitido identificar hasta el momento a MRPL48 y la subunidad del 
complejo V ATPB como potenciales interactores de C6orf203.  
- BioID 
Como experimento complementario a la inmunoprecipitación empleamos la técnica 
denominada identificación de biotina dependiente de la proximidad, BioID (del inglés, proximity-
dependent biotin identification) combinada con espectrometría de masas para identificar, de nuevo, 
proteínas asociadas físicamente o que formen complejos con C6orf203. Para ello, el ADNc de 
C6orf203 se clonó en el vector MCS-BioID2-HA. A continuación, la construcción de C6orf203 
fusionado al dominio biotinil tranferasa, BirA (C6orf203-BioID2-HA) se extrajo del plásmido y se 
clonó en el vector pIRESpuro2, para así conseguir una expresión estable en células HEK293T tras 
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su transfección. Tras añadir biotina al medio tal y como se describe en materiales y métodos la 
proteína C6orf203 fusionada a BirA provocará la biotinilación de proteínas próximas. Las proteínas 
biotiniladas fueron aisladas mediante una resina conjugada con estreptavidina y posteriormente 
fueron identificadas mediante espectrometría de masas. Soprendentemente, tras el análisis pudimos 
observar que aparecía un número importante de proteínas nucleares implicadas en el 
procesamiento de ARN. Por ello, decidimos evaluar si C6orf203 podría estar teniendo una doble 
localización y también encontrarse en el núcleo. Experimentos preliminares han descartado esta 
posibilidad.  
Asimismo, en este análisis pudimos encontrar de nuevo a las proteínas del complejo V, ATPA y 
ATPB así como a la proteína de la subunidad mayor del ribosoma MRPL48.  
- Interacción con gránulos ARN mitocondriales 
Dado nuestro interés en el dominio de unión a ARN conservado evolutivamente que presenta 
C6orf203 nos planteamos si esta proteína podría estar interaccionando con los gránulos de ARN 
mitocondriales. Para ello, volvimos a utilizar el vector de expresión que contenía el ADNc de 
C6orf203 fusionado a EGFP en su extremo carboxilo terminal. Realizamos una transfección 
transitoria de este vector en las células HEK293T y 24 horas más tarde realizamos una 
inmunocitoquímica con anticuerpos anti-GRSF1, proteína presente en los gránulos de ARN. A 
continuación, analizamos mediante microscopía confocal la colocalización de C6orf203-GFP con 
la proteína GRSF1 (Figura 45).  
 
 
 
Figura 45. Colocalización de C6orf203 con los gránulos de ARN mitocondriales en células HEK293T. La línea 
celular humana HEK293T fue transfectada de manera transitoria con la proteína EGFP fusionada a la proteína 
C6orf203. GRSF1 se observó mediante la utilización de un anticuerpo específico La tabla inferior muestra los 
resultados obtenidos del análisis mediante el plugin ICA (ImageJ) para conocer el índice de colocalización. Se muestran 
la correlación de Pearson y Mander. M1 hace referencia a la intensidad de señal en el canal rojo que colocaliza con el 
verde y M2 hace referencia a lo contrario. 
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Tras el análisis pudimos comprobar que GRSF1 aparece localizada en puntos discretos de la 
matriz, lo que correspondería con los gránulos de ARNmt. Por el contrario, C6orf203-GFP se 
encuentra de manera más dispersa a lo largo de la matriz mitocondrial aunque existe una 
colocalización parcial entre ambas señales. Pudimos concluir, por tanto, que la localización de 
C6orf203 en la matriz mitocondrial no se restringe únicamente a estos focos concretos donde se 
acumula el ARNmt, como sí lo hace GRSF1. 
2.4.5. Búsqueda de mutaciones en el gen C6orf203 en pacientes con déficit 
combinado del sistema OXPHOS 
Aunque cada vez es mayor el número de mutaciones descritas en al ADNn que derivan en una 
patología mitocondrial OXPHOS, como es el caso de la mutación en GATC descrita en esta tesis 
doctoral, en la actualidad solo el 20% del proteoma mitocondrial ha sido asociado a enfermedades 
humanas. Teniendo en cuenta además que alrededor del 20% de las proteínas mitocondriales no 
están caracterizadas funcionalmente, no es de extrañar que en un 50% de los pacientes 
diagnosticados con enfermedad mitocondrial se desconozca el gen afectado. Puesto que la ausencia 
de C6orf203 en la línea celular humana HEK293T provoca un déficit en la maquinaria de 
traducción mitocondrial, este gen es un excelente candidato a secuenciar en pacientes aún no 
diagnosticados que presenten una enfermedad mitocondrial causada por un déficit combinado del 
sistema OXPHOS. 
Se diseñaron oligonucleótidos específicos para secuenciar tanto los exones del gen C6orf203 
como las fronteras exón-intrón del mismo (Figura 46) en una cohorte de 23 pacientes del grupo del 
Dr. Miguel Ángel Martín (Hospital 12 de Octubre, Madrid) que presentaban un déficit combinado 
de los complejos de la CR no diagnosticados. La secuenciación no reveló la presencia de 
mutaciones patogénicas en ninguno de ellos. 
 
 
Figura 46. Estrategia de secuenciación de C6orf203 en pacientes con déficit combinado de los complejos de 
la CR no diagnosticados. Las condiciones de PCR fueron las mismas para todos los amplicones (56ºC como 
temperatura de anillamiento y 1 minuto de elongación). Se secuenciaron las dos cadenas del ADN de cada amplicón, 
que incluían las fronteras exón-intrón en todos los casos. Los exones se muestran en azul, los intrones en naranja con 
línea discontinua mostrando ausencia de escala, los amplicones en rojo. Las flechas negras muestran los 
oligonucleótidos utilizados.  
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El amplio número de procesos celulares en los que interviene la mitocondria hace que defectos 
en el funcionamiento de estos orgánulos y en concreto en el sistema OXPHOS provoque 
numerosas enfermedades. La propia naturaleza de la mitocondria, las funciones en las que participa 
y su genética, hacen que las manifestaciones de estas enfermedades sean clínicamente muy 
heterogéneas y de sintomatología muy diversa. Aunque esta gran heterogeneidad hace que el 
diagnóstico clínico de estas enfermedades sea muy complicado, en los últimos años nuestro 
conocimiento en cuanto a las bases moleculares de las enfermedades mitocondriales y su etiología 
genética ha avanzado considerablemente. De hecho, gracias a la aparición de las nuevas tecnologías 
de secuenciación, el correcto diagnóstico de las enfermedades mitocondriales originadas por 
mutaciones en el ADNn ha pasado de ser menor del 20% a superar el 60%111. Cada vez es mayor, 
por tanto, el número de mutaciones en genes conocidos asociados a patología mitocondrial aunque, 
en la actualidad, solo alrededor de 300 proteínas del proteoma mitocondrial de las 
aproximadamente 1200 que aparecen en la base de datos MitoCarta 2.0 han sido asociadas a 
enfermedades humanas118. Conocer el gen responsable de una patología permite en primer lugar 
realizar un diagnóstico adecuado, abriendo la posibilidad de proporcionar asesoramiento genético a 
las familias con un historial de enfermedad mitocondrial para fines reproductivos. En segundo 
lugar, conocer el defecto genético es el punto de partida para plantear aproximaciones terapéuticas. 
El análisis de los pacientes sigue siendo un método valioso para identificar y caracterizar nuevos 
genes mitocondriales asociados a patología, pero solo representa uno de los métodos dentro de una 
amplia variedad de técnicas que se utilizan en la actualidad.  
Por otro lado, al hecho de que exista un 40% de los casos clínicos donde la causa genética de la 
enfermedad mitocondrial se desconoce, se suma que alrededor del 20% del proteoma mitocondrial 
aún no está caracterizado funcionalmente157. Además, pueden existir proteínas mitocondriales que 
todavía no están catalogadas como tales en las bases de datos, bien debido a que los sistemas de 
predicción son limitados, bien por la posible corta vida media de las mismas o bien porque la 
cantidad de proteína presente en el orgánulo sea muy reducida. Por este motivo, identificar las 
proteínas que constituyen el proteoma mitocondrial y caracterizarlas funcionalmente así como 
poder asociar sus alteraciones a una enfermedad mitocondrial representa unos de los mayores 
desafíos en el campo de la patología mitocondrial, lo que permitiría avanzar tanto en el 
conocimiento global de la función y/o disfunción de este orgánulo como en el diagnóstico de 
pacientes.  
En estudios previos de nuestro laboratorio confirmamos que en Drosophila melanogaster una de las 
tres subunidades que constituyen la glutamil-ARNtGln amidotransferasa mitocondrial, GatC, se 
encuentra codificada en un ARNm bicistrónico junto con el gen que codifica la subunidad 
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accesoria de la ADN polimerasa mitocondrial, PolγB108. Asimismo, identificamos y caracterizamos 
la proteína Coa3180, que también se encuentra codificada en un bicistrón junto al factor de 
traducción mitocondrial mt-Tfb1. Estas evidencias nos sugirieron que podría existir una tendencia 
a que genes que codifican proteínas mitocondriales se encuentren codificados en ARNm 
bicistrónicos en Drosophila y, por tanto, el análisis de estos bicistrones podría llegar a ser una 
herramienta adicional e inesperada para la identificación de nuevos genes mitocondriales. Este 
hallazgo se ve reforzado por diferentes estudios en los que se ha podido observar que existe más de 
un centenar de bicistrones en este organismo y que además éstos codifican preferentemente 
metiltransferasas y proteínas localizadas en la membrana interna mitocondrial184,220.  
En este trabajo de tesis doctoral hemos avanzado en ambas direcciones, tanto en la 
caracterización de un gen asociado por primera vez a patología mitocondrial humana, habiendo 
descrito la primera mutación patogénica en la proteína GATC, como en la identificación y 
caracterización de una nueva proteína mitocondrial implicada en la función OXPHOS, C6orf203, 
que en Drosophila se encuentra codificada en un bicistrón. Todo ello nos lleva a proponer una 
herramienta adicional para la identificación de nuevos genes mitocondriales asociados a patología. 
1. Estudio molecular en fibroblastos portadores de la mutación p.M78R en GATC 
La traducción correcta y precisa del código genético a proteínas se apoya en una alta fidelidad de 
la aminoacilación de los ARNt. Este proceso está mediado por las aminoacil-ARNt sintetasas 
(ARS) las cuales catalizan la unión directa de los aminoácidos al extremo 3’ de sus correspondientes 
ARNt tanto en el citosol como en la mitocondria. Sin embargo, en la naturaleza el Gln-ARNtGln es 
sintetizado por dos vías diferentes. En el citosol eucariota y en algunas bacterias, la glutamina se 
une directamente a su correspondiente ARNtGln gracias a la acción de la glutaminil-ARNt sintetasa 
(QARS). Sin embargo, en la mitocondria, cuyas ARS se denominan como ARS2, no existe QARS2 
y el Gln-ARNtGln-mt se sintetiza mediante una vía indirecta que ocurre en tres etapas consecutivas. 
En primer lugar, el ARNtGln-mt se carga con ácido glutámico por EARS2, formando Glu-ARNtGln-
mt. A continuación, la enzima heterotrimérica glutamil-ARNtGln amidotransferasa, GatCAB, forma 
un intermediario activado, γ-fosforil-Glu-ARNtGln, a expensas de ATP. Seguidamente, mediante 
una reacción de transamidación en la que utiliza el grupo amino procedente de la hidrólisis de la 
glutamina libre, transforma el Glu-ARNtGln-mt  en Gln-ARNtGln-mt, que será el que participe 
posteriormente en el sistema de traducción del orgánulo. En el complejo GatCAB de bacterias, 
GatA y GatB poseen la actividad glutaminasa y quinasa, respectivamente, mientras que GatC 
podría actuar como una proteína estabilizadora del complejo110. 
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Parece existir una tendencia a que las mutaciones en las aminoacil-ARNt sintetasas provoquen 
defectos en el sistema nervioso105, aunque también se han asociado a otro tipo de patologías como 
son: miopatías (YARS2221), insuficiencia renal (SARS2222) y cardiomiopatías (AARS2223, GARS224, 
KARS225). Durante el desarrollo de esta tesis doctoral pudimos realizar el estudio molecular de 
fibroblastos obtenidos a partir de una biopsia de piel de un paciente que portaba una mutación en 
el gen GATC que, en este caso, cursaba con cardiomiopatía y acidosis láctica, falleciendo a los 
pocos meses de edad. 
Mediante estudios de secuenciación masiva se pudo confirmar que el paciente era portador de 
una mutación, c.233T>G, en homocigosis en GATC, siendo ésta la primera vez que se observaba 
una mutación en este gen en humanos. Pudimos comprobar que la mutación afecta al aminoácido 
metionina que se encuentra en la posición 78, que cambia al aminoácido arginina (p.M78R). La 
arginina es un aminoácido de mayor tamaño, no posee azufre y a pH fisiológico está cargado 
positivamente, mientras que la metionina es un aminoácido neutro y no polar. Mediante el uso de la 
herramienta informática de predicción de estructuras secundarias Phyre2213 pudimos observar que 
estas diferencias en la composición química de los aminoácidos podría provocar un cambio en su 
estructura secundaria, apareciendo una α-hélice en esta región. Además, el análisis mediante la 
herramienta informática PolyPhen2209 nos indicó que esta mutación es altamente patogénica. Por 
otro lado, al analizar su secuencia pudimos observar que la metionina en esta posición se encuentra 
conservada a lo largo de la evolución, sugiriendo que puede ser un aminoácido importante para la 
función de GATC.  
Debido a la función esencial que tienen las ARS en la síntesis de proteínas, cabe esperar que las 
enfermedades originadas por mutaciones en los genes que las codifican no generen una pérdida 
completa de su función si no que, por el contrario, muestren una actividad remanente de las 
mismas, ya que una disfunción completa es letal en el embrión105,226. Por tanto, parece razonable 
pensar que mutaciones en las proteínas que aminoacilan los ARNt que den lugar a individuos 
viables, al menos temporalmente, sean lo suficientemente dañinas para provocar un déficit 
importante en la actividad de la cadena respiratoria, pero lo suficientemente leves como para 
mantener una función parcial del enzima. 
Con el objetivo de analizar la disfunción provocada por esta mutación llevamos a cabo una serie 
de estudios funcionales para evaluar cómo podría estar repercutiendo la mutación de una de las 
subunidades de la amidotransferasa GatCAB en la función mitocondrial que justificaran las 
alteraciones del paciente. 
Una de las aproximaciones para evaluar el funcionamiento de la CR es la medición del consumo 
de oxígeno basal por la célula. La reducción del oxígeno a agua se produce en la etapa final de la 
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CR gracias a la acción del complejo IV. En caso de que exista una disfunción en la CR, el flujo de 
electrones a través de la misma no se produce con la misma eficacia y, por tanto, el consumo de 
oxígeno se ve disminuido. Como ya se ha comentado, GATC es una proteína implicada en la 
maquinaria de síntesis de proteínas mitocondriales y, por ello, es razonable hipotetizar que un 
defecto funcional provoque un déficit combinado de la actividad de los complejos de la CR, 
alterando la función OXPHOS, como así se ha observado recientemente en pacientes portadores 
de una mutación en el gen QRSL1, que codifica la subunidad GATA del enzima GatCAB148. Así, 
nuestra primera aproximación fue evaluar el consumo de oxígeno en un oxígrafo de alta resolución 
en los fibroblastos portadores de la mutación p.M78R en GATC en relación a la línea de 
fibroblastos control, NHDF. Pudimos observar una disminución moderada aunque significativa en 
el consumo de oxígeno basal de alrededor del 20%, así como una disminución en la capacidad de 
respiración máxima, para lo cual utilizamos FCCP, que produce un desacoplamiento entre la CR y 
la síntesis de ATP. El FCCP es un ionóforo capaz de transportar los protones a través de la 
membrana mitocondrial, lo que provoca que el gradiente de protones se disipe rápidamente 
aumentando bruscamente los niveles de los mismos en la matriz mitocondrial, lo que permite al 
complejo CIV utilizarlos al máximo de su capacidad catalítica, obteniendo, por tanto, la capacidad 
máxima respiratoria. 
El mantenimiento del MIMP es esencial para diferentes funciones mitocondriales como son la 
síntesis de ATP, mitofagia, apoptosis, dinámica mitocondrial, etc. Nuestros datos muestran una 
disminución también moderada del MIMP, de aproximadamente el 14%, en los fibroblastos 
portadores de la mutación p.M78R en GATC. Estos resultados concuerdan con la menor tasa 
respiratoria mitocondrial observada, en la que se estaría produciendo un descenso en el flujo de 
electrones a través de la CR que disminuye, por tanto, la cantidad de protones bombeados al 
espacio intermembrana. Cabe destacar que la máxima caída del MIMP que se puede observar en 
células carentes de ADNmt, y, por tanto, de CR, es del 35% (observación personal). 
Sin embargo, sorprendentemente, no pudimos observar diferencias en la actividad in vitro de los 
complejos de la CR en los fibroblastos del paciente, aunque los estudios realizados en tejido 
muscular sí mostraron una menor actividad de los complejos I y IV (ver anexo). Asimismo, 
tampoco pudimos observar diferencias en la cantidad de los complejos del sistema OXPHOS 
completamente ensamblados en los fibroblastos del paciente. En este caso no se realizó este 
estudio en tejido muscular, no pudiendo descartar que en este tejido sí se encuentren afectados los 
niveles de los complejos. 
La ausencia de manifestaciones fenotípicas severas en fibroblastos y su presencia en tejido 
muscular esquelético o cardiaco del mismo paciente es un hecho descrito ampliamente en la 
Discusión  
 
137 
 
literatura y se estima que solo en la mitad de los pacientes con una disfunción del sistema 
OXPHOS en estos tejidos muestran una deficiencia en sus fibroblastos derivados de piel227. Estos 
datos sugieren la menor dependencia de la mitocondria por parte de los fibroblastos, siendo células 
altamente glicolíticas y con menor metabolismo aerobio. Ello genera una gran desventaja a la hora 
de realizar estudios funcionales, ya que otros tipos celulares diferentes, salvo las células sanguíneas, 
son más difíciles de obtener. 
Con el objetivo de comprobar el efecto de la mutación p.M78R en la proteína GATC a nivel 
molecular procedimos, en primer lugar, a analizar sus niveles estacionarios en los fibroblastos 
afectados con respecto al control. Pudimos observar que la mutación p.M78R provoca una 
disminución muy notable, de aproximadamente el 70%, en los niveles de esta proteína. Estos 
resultados sugieren una disminución en la estabilidad de GATC provocada bien por los posibles 
cambios estructurales que aumenten su inestabilidad o bien por generar una mayor dificultad para 
ensamblarse el complejo GatCAB a una proteína que ya sea inestable por sí misma. Nuestros 
resultados también mostraron que la caída de GATC en el paciente provoca una disminución en 
los niveles de GATA y GATB y que estos cambios que observábamos a nivel de proteína no 
estaban siendo producidos por un cambio en la expresión génica a nivel de ARNm ya que los 
niveles de los mensajeros no se veían afectados. Estos resultados también se pudieron observar en 
un trabajo previo desarrollado en nuestro laboratorio en el que se realizó la interferencia mediante 
ARNsi de la expresión de la proteína GatA en la línea celular de ratón MCA3B108. En este estudio 
se observó que al disminuir los niveles de GatA, también caían los niveles de las otras dos proteínas 
que conforman el complejo GatCAB: GatB y GatC. Además, estos resultados tienen un 
paralelismo con estudios realizados anteriormente mediante el análisis de la estructura 
cristalográfica de la enzima GatCAB de la cepa bacteriana Staphylococcus aureus110, donde se especula 
que la proteína GatC podría estar actuando como una proteína estabilizadora del complejo. Por 
tanto, los datos sugieren que una disminución en GATC puede estar impidiendo el correcto 
ensamblaje de la amidotransferasa GatCAB, lo que conduce a la mayor degradación de las otras dos 
subunidades, GATA y GATB. Estos datos también se confirmaron en los fibroblastos derivados 
de un paciente portador de una mutación en el gen GATA en los que pudimos observar que tanto 
los niveles de GATB como de GATC se encontraban considerablemente disminuidos (ver anexo). 
En conjunto, estos resultados confirmarían que el ensamblaje del complejo GatCAB aumenta la 
estabilidad de las subunidades que lo conforman. Este tipo de situaciones no es inusual, y se puede 
ver por ejemplo en la proteína NDUFB8 del CI y UQCRC2 del CIII de la CR que, cuando se 
encuentra inhibida la traducción mitocondrial, al no poderse ensamblar el complejo por carecer de 
las subunidades mitocondriales, estas proteínas codificadas en el ADNn se degradan. Para 
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completar esta afirmación sería interesante analizar los niveles de GATA y GATC en células donde 
la proteína GATB se encuentre disminuida, así como analizar los niveles del complejo en 
condiciones nativas.  
En estudios previos realizados con muestras de pacientes portadores de mutaciones en 
aminoacil-ARNt sintetasas como YARS2221y FARS2228 se observó que defectos en la síntesis de los 
correspondientes ARNt-mt aminoacilados está asociado con una disminución de la traducción 
mitocondrial. Puesto que GATC participa en la síntesis de Gln-ARNtGln-mt es de esperar que una 
disminución en esta proteína produzca una afectación del proceso de biosíntesis de las proteínas 
mitocondriales. Para confirmarlo, los fibroblastos del paciente se incubaron con metionina marcada 
con el radioisótopo 35S en presencia de emetina, un inhibidor de la traducción de las proteínas 
citosólicas. Nuestros resultados mostraron un grave defecto de la traducción mitocondrial en los 
fibroblastos portadores de la mutación p.M78R en GATC. Un resultado esperable podría ser que 
aquellas proteínas con mayor contenido en glutamina se encontrasen mayormente afectadas tal y 
como por ejemplo se ha observado en células deficientes en YARS2, cuyas proteínas con mayor 
contenido en tirosina se sintetizaban con menor eficiencia que el resto229. Contrariamente, en otros 
estudios realizados en pacientes con una mutación en esta misma aminoacil-ARNt sintetasa se 
pudo observar que precisamente aquellas proteínas con menor contenido en tirosina eran las 
mayormente afectadas230. Cada una de las 13 proteínas codificadas en el ADNmt contiene 
glutamina, con la excepción de ND6, y siendo ND5 la proteína con mayor número de glutaminas 
en su secuencia, ya que contiene 20. En este caso no observamos diferencias en la síntesis de las 
diferentes proteínas mitocondriales en función de su contenido en glutamina, así como tampoco 
pudimos observar productos de la traducción incompletos como anteriormente se ha visto en otros 
estudios230. Lamentablemente no pudimos observar de una manera clara el efecto en la proteína 
ND6 debido a limitaciones experimentales. 
A pesar de observar una disminución tan notable de la traducción mitocondrial, los niveles 
estacionarios de las proteínas codificadas en el ADNmt analizadas, así como otras proteínas 
OXPHOS codificadas en el ADNn pero cuya estabilidad depende del correcto ensamblaje del 
complejo al que pertenece como es NDUFB8, no mostraron diferencias. Este resultado es, en 
principio, sorprendente, ya que cabría esperar que los niveles basales de las proteínas 
mitocondriales se viesen también disminuidos debido a la fuerte afectación de la traducción 
mitocondrial. Sin embargo, es coherente con la ausencia de diferencias en la actividad de los 
complejos de la CR y en los niveles de los complejos ensamblados. Efectos similares ya se han 
observado anteriormente. Un ejemplo es el caso de SLIRP, una proteína que participa en la 
estabilidad de los ARNmt y su correcta unión a los mitorribosomas. En este estudio, utilizando 
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fibroblastos embrionarios de ratón y tejido muscular de ratones knockout de SLIRP se observó una 
reducción en la biosíntesis de las proteínas mitocondriales de novo pero, sin embargo, los niveles 
estacionarios de las subunidades de los complejos de la CR no se encontraban afectados231. Los 
autores sugieren que una posible interpretación a este fenómeno podría ser consecuencia de un 
mecanismo compensatorio que condujera a un aumento de la estabilidad de dichas proteínas. Otros 
resultados similares también fueron observados en el proyecto previamente mencionado 
desarrollado en nuestro laboratorio en el que se realizó la interferencia de la expresión de la 
proteína GatA de ratón. En este estudio también, pese a encontrarse la síntesis de novo de proteínas 
mitocondriales gravemente afectada, se pudieron observar los mismos niveles estacionarios de la 
proteína COX1 que en la línea control así como un aumento en la estabilidad de los complejos 
totalmente ensamblados (datos no publicados).  
Por ello, nuestros resultados nos llevaron a analizar la estabilidad de las proteínas codificadas en 
el ADNmt. Para ello, se incubaron las células en presencia de cloranfenicol con el objetivo de 
inhibir la traducción mitocondrial y se recogieron a distintos tiempos hasta los 120 minutos de 
inhibición. En la ventana de tiempo analizada pudimos comprobar que las subunidades COX1 y 
COX2 codificadas en el ADNmt y NDUFB8 codificada en el ADNn, eran claramente más estables 
en los fibroblastos del paciente en comparación con la línea control. Estos datos, por tanto, 
sugerían que los fibroblastos portadores de la mutación p.M78R en GATC podrían haber sufrido 
un proceso de adaptación con el objetivo de aumentar la estabilidad de dichas proteínas y, así, 
compensar el defecto en la biosíntesis de las proteínas mitocondriales.  
A continuación, quisimos evaluar la cinética de recuperación de las subunidades codificadas en 
el ADNmt tras su depleción mediante el tratamiento con cloranfenicol. Para ello, se trataron las 
células con este antibiótico durante cinco días y, posteriormente, se retiró y se analizó la 
recuperación de los niveles de proteínas a diferentes tiempos. De nuevo, no observamos 
diferencias entre los fibroblastos afectados y la línea control.  
Por otro lado, pudimos observar que la síntesis de novo de las proteínas mitocondriales en los 
fibroblastos del paciente no se veía apenas afectada si habían sido crecidos en cloranfenicol durante 
cinco días. Estos datos sugieren que, cuando la traducción mitocondrial se bloquea de manera 
transitoria, los precursores de la traducción mitocondrial se acumulan, incluyendo el  Gln-ARNtGln-
mt, que en los fibroblastos afectados se habrá aminoacilado gracias a la actividad remanente del 
enzima GatCAB. Esto permite que, tras retirar el inhibidor de la traducción mitocondrial, la 
biosíntesis de proteínas mitocondriales en los fibroblastos afectados se produzca de manera 
eficiente durante las primeras horas en las que existe disponibilidad de Gln-ARNtGln. Sin embargo, 
a medida que continúa la traducción de las proteínas mitocondriales, la tasa de aminoacilación del 
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ARNtGln-mt con glutamina no puede mantener las demandas celulares y, por tanto, la eficiencia en 
la traducción se ve disminuida, como se puede observar en el marcaje a las 10 horas de la retirada 
del cloranfenicol. Estos datos, unidos a la evidencias del aumento de la estabilidad de las proteínas 
mitocondriales en los fibroblastos afectados, podrían explicar por qué no vimos diferencias en la 
cinética de recuperación de las proteínas mitocondriales tras el tratamiento con cloranfenicol.  
Los resultados obtenidos en relación a la estabilidad de las proteínas mitocondriales en los 
fibroblastos afectados resultan muy interesantes, ya que podría ser de gran relevancia analizar los 
mecanismos subyacentes a la regulación de la estabilidad de las subunidades del sistema OXPHOS 
(incluyendo el intercambio o renovación de las mismas) que se producen gracias a la señalización 
retrógrada mitocondrial y la respuesta nuclear. Además, sería interesante evaluar si este efecto 
compensatorio está relacionado exclusivamente con la falta de las proteínas del complejo GatCAB 
o si, por el contrario, se trata de un mecanismo de respuesta más general como consecuencia del 
defecto de la biosíntesis de las proteínas mitocondriales. 
Dado que la glutamina es un cofactor de la amidotransferasa GatCAB, es razonable hipotetizar 
que altos niveles de glutamina podrían estar aliviando una manifestación más severa de la actividad 
remanente del enzima en los fibroblastos afectados, mientras que a concentraciones menores de 
glutamina magnificaría la dificultad del complejo GatCAB mutante de aminoacilar el ARNtGln-mt 
correctamente. Este efecto queda de manifiesto al observar que, aunque no apreciamos diferencias 
en la aminoacilación del ARNtGln-mt en las muestras del ARN del paciente cuando las células se 
incubaron en medio suplementado con glutamina, sí pudimos ver un grave defecto en la 
aminoacilación del ARNtGln-mt al crecer durante tres días los fibroblastos afectados en medio 
carente de este aminoácido en comparación con la línea control. Estos resultados demuestran que 
el fenotipo observado en los fibroblastos del paciente se hace más notorio bajo condiciones 
exigentes de la aminoacilación del ARNtGln-mt, lo que abre la posibilidad a que un suplemento de 
este aminoácido se pudiese emplear como una posible aproximación terapéutica. De hecho, esta 
posibilidad se podría extender a cualquier patología provocada por defectos en la función de las 
ARS2, aunque en la actualidad no existe ningún estudio al respecto. 
En las enfermedades mitocondriales se observan habitualmente distintas estrategias 
compensatorias para mitigar los efectos de las mutaciones que dan lugar a la patología. Entre estas 
estrategias se encuentran el aumento de la masa mitocondrial232 o su disminución mediante 
mitofagia. Así como un aumento de la actividad del CII233 o un aumento del número de copias del 
ADNmt234. En este sentido, pese haber confirmado previamente tras medir la actividad de la citrato 
sintasa que el nivel de masa mitocondrial en los fibroblastos del paciente no variaba en relación al 
control, quisimos comprobar si en lo fibroblastos afectados se estaba produciendo un aumento en 
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el número de copias del ADNmt como efecto compensatorio. Los resultados mostraron que los 
fibroblastos portadores de la mutación p.M78R en GATC contenían aproximadamente un 50% 
más de ADNmt, lo que indicaría de nuevo la presencia de una señalización retrógrada procedente 
de la mitocondria que provoca una respuesta compensatoria por parte del núcleo. El hecho de que 
un aumento en el número de copias del ADNmt no permita la recuperación de la biosíntesis de 
proteínas mitocondriales de novo en los fibroblastos del paciente muestra que debe haber otro 
mecanismo afectando a algún proceso entre la replicación del ADNmt y la traducción de los 
ARNm-mt, probablemente a nivel de la transcripción, procesamiento o estabilidad de los 
tránscritos mitocondriales. 
En resumen, en este trabajo hemos identificado a GATC como un nuevo gen asociado a 
patología mitocondrial humana. Hemos podido concluir que una disminución en GATA o GATC 
provoca a su vez una caída en los niveles del resto de las proteínas que conforman la 
amidotransferasa GatCAB y, por tanto, la formación de los niveles adecuados del complejo. 
Además, hemos comprobado que la disminución en la actividad GatCAB provoca un grave defecto 
en la traducción de las proteínas codificadas en el ADNmt. Estos datos corroboran la 
funcionalidad de la vía de transamidación en la mitocondria de humanos. El estudio detallado del 
fenotipo de los fibroblastos portadores de la mutación p.M78R en GATC nos ha permitido 
comprobar que, ante el defecto en su biosíntesis, las proteínas mitocondriales aumentan su 
estabilidad en un intento de minimizar la afectación del sistema OXPHOS, observando una leve 
reducción del consumo de oxígeno y del potencial de membrana mitocondrial. Además, en los 
fibroblastos afectados la actividad remanente de GatCAB se vio favorecida cuando el medio 
contenía altos niveles de glutamina. Por último, dado que, como ya se ha comentado GatC se 
encuentra codificada en un ARNm bicistrónico en Drosophila, podemos concluir que el análisis de 
los bicistrones en este organismo puede servir como una herramienta adicional para identificar 
nuevos genes implicados en la función OXPHOS y, por tanto, potenciales candidatos a ser 
responsables de patologías humanas. 
2. Identificación de C6orf203, una proteína implicada en la función OXPHOS 
Con el objetivo de identificar nuevas proteínas implicadas en la función OXPHOS, el punto de 
partida de la segunda parte de la presente tesis doctoral se centró en la hipótesis de que podría 
existir una tendencia a que genes que codifican proteínas mitocondriales se encontrasen en ARNm 
bicistrónicos en Drosophila. Tras realizar un primer análisis de 70 de los más de 200 genes que se 
estima que se encuentran en bicistrones en Drosophila183,220 decidimos centrar nuestra atención en la 
proteína CG4884 y continuar con su ortólogo humano C6orf203.  
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La proteína CG4884 en Drosophila se encuentra codificada en un ARNm bicistrónico junto con 
el gen que codifica la proteína CG42487, constituida por 309 aminoácidos. En procariotas se ha 
observado que la organización de varios genes en un mismo ARNm estaría favoreciendo una 
estequiometría similar de las proteínas codificadas por los mismos, así como una regulación 
coordinada de su expresión. Además, frecuentemente las proteínas codificadas por estos bicitrones 
participan en los mismos procesos o rutas metabólicas235. Sin embargo, la función de CG42487 se 
desconoce y no presenta ortólogos conocidos, salvo en dípteros, careciendo todos ellos de una 
función conocida. Por este motivo, en un principio no pudimos tener ninguna clave de la posible 
ruta donde podría estar participando CG4884. Tras realizar los estudios in silico y observar que esta 
proteína tenía alta probabilidad de formar parte del proteoma mitocondrial, continuamos nuestros 
estudios con su ortólogo humano C6orf203.  
La proteína C6orf203 aparece en la base de datos del proteoma mitocondrial MitoCarta tanto de 
humano como de ratón y además posee un dominio conservado que pertenece a la superfamilia 
YlmH. La proteína YlmH solo se encuentra presente en bacterias participando en la división 
celular211 y se caracteriza por poseer un dominio de unión a ARN tipo S4. Este dominio se 
encuentra en la proteína ribosomal S4 tanto procariota como eucariota, así como en una serie de 
metiltransferasas procariotas y en pseudouridina sintetasas de levadura236. En humanos está 
presente en la tirosil-ARNt sintetasa mitocondrial (YARS2) reforzando la interacción entre el 
ARNt y la sintetasa237. Este dominio, por tanto, se ha observado en proteínas de unión a ARN 
implicadas de alguna u otra manera en el sistema de traducción.  
Nuestro primer objetivo se centró en confirmar la localización mitocondrial de C6orf203 tal y 
como le asignaban las bases de datos. Para ello, en primer lugar utilizamos las líneas celulares 
HEK293T y HeLa que sobreexpresaban de manera transitoria la proteína C6orf203 fusionada a la 
proteína EGFP y así pudimos confirmar que la proteína mostraba una colocalizacón perfecta con 
la red mitocondrial de ambas líneas. El fraccionamiento de las mitocondrias corroboró este 
resultado y, además, pudimos concluir que es una proteína soluble localizada en la matriz 
mitocondrial.  
La mayoría de las proteínas mitocondriales codificadas en el ADNn se sintetizan como 
precursores en los ribosomas citosólicos. Aproximadamente el 70% de estos precursores con 
destino a la matriz mitocondrial poseen en su extremo amino-terminal una presecuencia que dirige 
a estas proteínas hacia la maquinaria de importación de proteínas de la mitocondria, promoviendo 
su translocación a través de las dos membranas. Cuando las proteínas alcanzan la matriz 
mitocondrial, la presecuencia se proteoliza para finalmente dar lugar a la proteína madura que 
ejercerá su función en el interior del orgánulo238. La herramienta de predicción Mitoprot, le asigna a 
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C6orf203 una presecuencia mitocondrial de 85 aminoácidos en su extremo amino-terminal. Al 
analizar el peso molecular de C6orf203 en condiciones desnaturalizantes gracias a la utilización de 
un anticuerpo que reconoce específicamente esta proteína pudimos comprobar que C6orf203 
presenta un peso molecular de 19 kDa en lugar de los 28 kDa que le asignan las bases de datos. 
Estos datos sugieren que C6orf203 presenta una presecuencia de destino mitocondrial de 
aproximadamente 85 aminoácidos (que corresponden a los 9 kDa de diferencia que observamos) 
que es procesada al importarse a la mitocondria para dar lugar a la proteína madura. 
Durante el inicio del estudio de C6orf203 pudimos comprobar que existen dos pseudogenes de 
C6orf203 localizados en el cromosoma 6 y en el cromosoma 21 que aparecen en las siguientes bases 
de datos: http://pseudogene.org239, http://gencodegenes.org/psidr/240, http://bioinfo. 
mochsl.org.br/rcpedia/241. Ambos pseudogenes se clasifican como pseudogenes procesados que 
han resultado de un proceso de retrotranscripción del ARNm del gen parental que codifica una 
proteína funcional y posteriormente se insertaron en otra región del genoma en las células de la 
línea germinal242,243. Se piensa que esta retrotranscripción es llevada a cabo por el retrotransposón 
autónomo más activo que existe en los genomas de mamíferos, el elemento L1 o LINE1244,245. En 
la mayoría de las ocasiones estos pseudogenes no poseen regiones reguladoras y, al carecer de un 
promotor, no suelen ser funcionales. Asimismo, suelen adquirir mutaciones que cambian la pauta 
de lectura (como es el caso del pseudogen de C6orf203 localizado en el cromosoma 21) o insertar 
codones de parada (siendo el caso del pseudogen de C6orf203 localizado en el cromosoma 6). Sin 
embargo, también se ha observado que estos pseudogenes procesados pueden dar lugar a 
tránscritos no codificantes, eventualmente regulando la expresión del gen parental246. El hecho de 
que el pseudogen de C6orf203 localizado en el cromosoma 21 se encuentre en un intrón del gen 
TIAM1, podría sugerir una transcripción común247. Sin embargo, las bases de datos de pseudogenes 
previamente mencionadas indican que ninguno de los dos pseudogenes se transcribe, aunque no 
podemos descartar que jueguen algún papel en la línea celular HEK293T que hemos utilizado. 
Con el objetivo de profundizar en la caracterización funcional de C6orf203, llevamos a cabo la 
deleción del gen mediante el sistema de edición genómico CRISPR/Cas9, utilizando una variante 
de la endonucleasa Cas9 que porta una mutación en su dominio RuvC (D10A) y actúa como nickasa 
(Cas9n). Utilizamos la Cas9n debido a que se ha descrito que mediante este sistema se disminuyen 
considerablemente las modificaciones en genes fuera de la diana172. Los ARNg se diseñaron 
específicamente para delecionar el inicio del dominio de unión a ARN, ya que es la región que 
presenta mayor conservación evolutiva y muy probablemente es el dominio funcional de la 
proteína. La transfección de los plásmidos que contenían los ARNg junto con la Cas9n generó 
diferentes inserciones y deleciones en los diferentes clones aislados. Tras este análisis observamos 
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la aparición de más de dos amplicones de PCR por clon, pudiéndose explicar debido al hecho de 
que la línea celular HEK293T se ha descrito como hipotriploide215. A continuación, confirmamos 
que los cambios que observamos a nivel de ADN producían una afectación en la proteína, 
obteniendo clones deficientes de C6orf203 (knockout o KO). Paralelamente, corroboramos que los 
pseudogenes no estaban afectados en los clones en los que íbamos a realizar los estudios 
funcionales.  
Dado que nuestro objetivo es identificar nuevas proteínas implicadas en la función OXPHOS, 
nuestra primera aproximación para evaluar dicha función en los clones deficientes de C6orf203 fue 
analizar su crecimiento en presencia de galactosa como fuente de carbono, ya que solo las células 
con una CR fisiológicamente funcional tienen la capacidad de crecer en estas condiciones248. 
Pudimos observar que los clones C6orf203 KO no proliferan cuando se les suministra galactosa 
como única fuente de carbono, sugiriendo que el déficit de C6orf203 provoca una disfunción en el 
sistema OXPHOS y, por tanto, en la producción de ATP. La ausencia de C6orf203 provoca 
además un defecto menos severo en el crecimiento en presencia de glucosa, lo cual que se ha 
observado en numerosas ocasiones en las que el sistema OXPHOS se encuentra afectado249. 
Con el objetivo de continuar el análisis de la función mitocondrial en los clones C6orf203 KO 
procedimos a medir el consumo de oxígeno basal y la respiración máxima en un grupo mayor de 
clones deficientes de C6orf203 y comprobamos que tanto la respiración basal como máxima se 
encontraban disminuidas aproximadamente un 30%, sugiriendo de nuevo el defecto en el 
funcionamiento de la CR. Es a partir de este momento cuando nos planteamos realizar todos los 
experimentos utilizando los clones 5 y 35. Nuestra primera aproximación fue confirmar la 
implicación de C6orf203 en el fenotipo observado mediante el rescate del mismo con una versión 
de la proteína salvaje fusionada al epítopo Flag. Pudimos observar que los defectos tanto en el 
crecimiento en medio suplementado con galactosa como en el consumo de oxígeno son rescatados 
totalmente por la sobreexpresión de C6orf203-Flag, lo que nos indica que es la ausencia de la 
proteína C6orf203 en los clones C6orf203 KO la responsable del fenotipo observado y que la 
versión de la proteína fusionada a Flag es funcional.  
A continuación, analizamos si la afectación de la CR que presentaban las células C6orf203 KO 
era consecuencia de una disminución de la actividad de alguno de los complejos que la componen. 
Los resultados mostraron una caída significativa de la actividad del complejo I (~70%), del 
complejo III (~50%) y del complejo IV (~50%), mientras que la actividad del complejo II, cuyas 
todas subunidades se encuentran codificadas en el ADNn, no se vio afectada.  
Esta disminución en la actividad de todos los complejos de la CR podría ser consecuencia bien 
de una menor cantidad de los mismos o bien de un defecto funcional. Los experimentos de BN-
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PAGE mostraron la caída de los niveles de todos los complejos a excepción del CII. Asimismo, 
pudimos observar una acumulación de los subcomplejos del CV en ausencia de C6orf203. El CV 
está formado por un dominio catalítico (F1) situado hacia la matriz mitocondrial y un dominio 
embebido en la MIM (F0). Las únicas subunidades del CV codificadas en el ADNmt son las 
proteínas a y A6L, codificadas por los genes ATP6 y ATP8, respectivamente, las cuales son 
fundamentales en la unión de ambos dominios250. Defectos de expresión de estas proteínas 
provocan defectos de ensamblaje del CV y acumulación de subcomplejos del CV (correspondientes 
al dominio F1 fundamentalmente)217 que se observan frecuentemente en patologías que afectan a la 
eficiencia de la traducción mitocondrial216,217. Nuestros datos sugerirían, por tanto, una alteración 
de este tipo.  
La disminución observada en los niveles de los complejos de la CR ensamblados podría estar 
causada por una reducción en los niveles estacionarios de las subunidades que los componen, 
como así sugieren los resultados del análisis del CV. Mediante Western blot pudimos concluir que el 
descenso en la cantidad de los complejos, que da lugar a una disminución de la actividad de los 
mismos, es consecuencia de una reducción en los niveles de las subunidades que los conforman.  
En un estudio reciente, mediante experimentos de inmunoprecipitación, se analizaron las 
interacciones de 50 proteínas presentes en MitoCarta que carecían de una caracterización funcional 
previa157. Entre las proteínas analizadas se encuentra C6orf203. Los resultados mostraron que 
interacciona con gran cantidad de proteínas de la subunidad mayor del mitorribosoma (MRPLs). 
Asimismo, en un estudio independiente se observó que ICT1, actualmente descrita como una 
proteína que se encuentra formando parte de la subunidad mayor del ribosoma mitocondrial, 
interacciona con C6orf20398. Estos datos son coherentes con la aparición de C6orf203 en 
complejos de alto peso molecular en condiciones nativas. Además, los resultados de Complexome 
profiling, desarrollado en el laboratorio del Dr. Leo G. J Nijtmans199, desvelaron que C6orf203 se 
encuentra formando parte del mismo grupo funcional que otras MRPLs. Del mismo modo, en otro 
estudio en el que desarrollaron un Complexome profiling de mayor resolución , cs-BN-MS (Cryo-slicing 
Blue Native-Mass Spectrometry), a partir de mitocondrias aisladas de cerebro de rata40, agruparon a 
C6orf203 en el mismo grupo funcional en el que aparecían MRPL46 y MRPL48, aunque no se 
observó en complejos de alto peso molecular. Todos estos datos sugieren que C6orf203 se puede 
encontrar formando parte tanto de complejos de bajo peso molecular como interaccionando con 
estructuras de gran tamaño. Estas estructuras corresponden muy probablemente a los 
mitorribosomas, componentes de la maquinaria de traducción mitocondrial.  
Estas evidencias nos llevaron a plantearnos si la disminución en los niveles estacionarios de las 
proteínas mitocondriales en los clones C6orf203 KO podía ser consecuencia de un fallo en su 
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síntesis de novo. Tras realizar experimentos de marcaje con metionina marcada con 35S pudimos 
observar que la ausencia de C6orf203 provoca una disminución global de la traducción 
mitocondrial de hasta un 40%, pese a no haber encontrado diferencias en el número de copias de 
ADNmt. Adicionalmente, mediante el estudio de Complexome profiling previamente mencionado 
observamos que, tras crecer las células con el inhibidor de la traducción mitocondrial cloranfenicol, 
a las seis horas de su retirada se ve incrementada significativamente la cantidad de la proteína 
C6orf203 recién sintetizada, sugiriendo, de nuevo, la participación de C6orf203 en la expresión del 
ADNmt , así como la posible regulación de su expresión en función de los requerimientoscelulares. 
Todas estas evidencias nos sugirieron que C6orf203 podría estar participando en el ensamblaje 
de los mitorribosomas, proceso poco caracterizado actualmente y en el que se estima que 
intervienen gran cantidad de proteínas aún no caracterizadas, dada la gran diferencia que existe con 
los numerosos factores de ensamblaje de los ribosomas citosólicos93. Sin embargo, la ausencia de 
C6orf203 no mostró diferencias en este proceso, pudiendo descartar que la proteína participe a este 
nivel. Estos datos serían coherentes con los resultados observados al analizar la biosíntesis de las 
proteínas mitocondriales de novo, ya que si realmente hubiese un fallo severo en el ensamblaje de los 
mitorribosomas esperaríamos observar una reducción de la misma mucho más marcada.  
Tras confirmar, por tanto, que el fenotipo molecular observado era consecuencia de una 
reducción en la traducción mitocondrial y que ésta no estaba provocada por la disminución en los 
niveles de ADNmt ni en el ensamblaje de los mitorribosomas, quisimos evaluar el estado de los 
tránscritos mitocondriales, teniendo en cuenta además el dominio de unión a ARN presente en esta 
proteína. Mediante RT-qPCR analizamos los niveles de los ARN-mt y tampoco pudimos observar 
diferencias significativas entre la línea control y los clones C6orf203 KO. 
Un trabajo reciente, en el que estudian proteínas mitocondriales no caracterizadas con dominios 
de unión a ARN, evalúa el procesamiento de los tránscritos mitocondriales y demuestra que la 
interferencia de C6orf203 provoca cambios, aunque leves, en el procesamiento de algunos de los 
ARNm-mt251. Por ello, en primer lugar quisimos confirmar si C6orf203 se encontraba formando 
parte de los gránulos de ARN, región mitocondrial con muy alta actividad de procesamiento de 
ARNs-mt.  
Cada vez son más los estudios enfocados a estudiar la composición de estas estructuras discretas 
de la matriz mitocondrial donde tiene lugar el procesamiento post-transcripcional de los ARNm-mt 
y los primeros pasos del ensamblaje de los mitorribosomas. En estas regiones se localizan proteínas 
implicadas tanto en el procesamiento de los ARN-mt como es FASTK75 como proteínas que, 
además de intervenir en el procesamiento, participan en el ensamblaje de los mitorribosomas como 
son: FASTKD2, FASTKD574 y GRSF1. La proteína GRSF1 se ha descrito como una de las 
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proteínas más importantes en la regulación de estos gránulos76 y , por ello, se utiliza frecuentemente 
como marcador de los gránulos de ARN mitocondriales. Nuestros datos demuestran que, si bien 
C6orf203 colocaliza con la proteína GRSF1, también se encuentra en otras regiones de la matriz 
mitocondrial. Por tanto, pudemos concluir que la localización de C6orf203 no se restringe 
únicamente a los gránulos de ARN mitocondriales, aunque no podemos descartar que pueda estar 
ejerciendo alguna función en los mismos. Con el objetivo de continuar nuestros estudios en esta 
línea y evaluar el procesamiento de los ARNm-mt, en la actualizadad estamos relizando 
experimentos de Northern blot y así poder descartar o confirmar la participación de C6orf203 a este 
nivel. 
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1.  La mutación en homocigosis c.233T>G (p.M78R) en el gen GATC , que codifica la 
subunidad C de la enzima glutamil-ARNtGln amidotransferasa, provoca cardiopatía y acidosis láctica 
incompatibles con la vida en el paciente portador. Los familiares portadores de la misma mutación 
en heterocigosis son asintomáticos.  
 
2.  La mutación c.233T>G (p.M78R) en el gen GATC provoca una disminución en los niveles 
estacionarios de la subunidad GATC en los fibroblastos procedentes del paciente sin alteración del 
nivel estacionario de su ARNm. 
 
3.  La subunidad GATC es esencial para la integridad del trímero GatCAB, ya que su 
disminución en los fibroblastos portadores de la mutación p.M78R provoca la caída de los niveles 
del resto de las subunidades que lo conforman, GATA y GATB que, por tanto, han de ser 
inestables en ausencia de incorporación al complejo. Esta caída cursa sin cambios en los niveles 
estacionarios de los respectivos ARNm. 
 
4.  La disminución en los niveles de GatCAB en los fibroblastos del paciente provoca una 
afectación de la síntesis de las proteínas codificadas en el ADNmt, corroborando la importancia de 
la vía de la transamidación en la mitocondria humana para la traducción mitocondrial. La actividad 
remanente de la enzima GatCAB se vio favorecida cuando el medio contenía altos niveles de 
glutamina. 
 
5. La reducción en la capacidad de síntesis de las proteínas mitocondriales en los fibroblastos 
del paciente no tiene consecuencias apreciables en los niveles estacionarios de las mismas, 
probablemente debido al aumento de su estabilidad, lo que podría ser consecuencia de un 
mecanismo compensatorio aún desconocido. 
 
6. El análisis de genes codificados en ARNm bicistrónicos en Drosophila ha dado lugar a la 
identificación del gen CG4884, al igual que permitió identificar GATC. El ortólogo humano de 
CG4884, C6orf203, codifica una proteína de aproximadamente 19kDa localizada en la matriz 
mitocondrial.
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7. C6orf203 se encuentra formando parte de complejos de alto peso molecular de más de 
1000 kDa en condiciones nativas. Estos complejos corresponden con muy alta probabilidad con 
los ribosomas mitocondriales, así como a otros factores implicados en la traducción mitocondrial. 
 
8. Mediante el sistema de edición genómica CRISPR/Cas9 se ha generado la línea celular 
HEK293T knockout para el gen C6orf203. Esta línea presenta un defecto metabólico de base 
mitocondrial reflejado en su incapacidad para crecer utilizando galactosa como única fuente de 
carbono y en la disminución en su consumo de oxígeno.  
 
9. El defecto en la función mitocondrial de las líneas C6orf203 KO se sustenta en último 
término en una disminución en la capacidad de síntesis de proteínas codificadas en el ADNmt, lo 
que provoca una disminución en los niveles de las subunidades OXPHOS, la disminución 
equivalente de la cantidad de complejos OXPHOS ensamblados y finalmente la disminución en la 
actividad de los complejos de la cadena respiratoria. La disfunción de la traducción mitocondrial no 
es consecuencia de un defecto en el ensamblaje de los ribosomas mitocondriales ni originada por 
una disminución en el número de copias del ADNmt. 
 
10.  La secuenciación de los exones de C6orf203 del ADN procedente de una cohorte de 23 
pacientes que presentan un defecto combinado de la actividad de los complejos de la CR no ha 
revelado la presencia de mutaciones patogénicas en ninguno de ellos. 
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